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Kolloidzustandsanderungen der Muskelproteine 
bei der Muskeltatigkeit. 


Von 


Hans Joachim Deuticke. 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juni 1932.) 


Die von G. Embden vertretene Vorstellung, daB die chemi- 
schen Vorginge im quergestreiften Muskel mit dem _ physiko- 
chemischen Geschehen an Muskelkolloiden auf das engste ver- 
bunden sind, ist bereits Gegenstand mehrerer aus dem hiesigen 
Institut verdffentlichter Arbeiten gewesen. Als Ma physiko- 
chemischen Geschehens wurden dabei zunichst Permeabilitats- 
inderungen von Muskelfasergrenzschichten!), spiiter Anderungen 
in der ,,Synthesefihigkeit“* des Muskels*) und schlieBlich die mit 
den letzteren parallel gehenden Léslichkeitsinderungen der Muskel- 
proteine’) angesehen, die als unmittelbarer Ausdruck von Kolloid- 
zustandsinderungen der MuskeleiweiBkorper aufzufassen sind. 
Solche Léslichkeitsénderungen lieBen sich nachweisen im auf- 
bewahrten Muskelbrei, bei verschiedenen Arten von Muskelstarre 
und vor allem auch als Folge der Muskeltitigkeit. GréBe und 
Richtung dieser Anderungen zeigten sich als abhingig von der 
Zusammensetzung der zur Extraktion der Proteine verwandten 
Puffergemische. Von Einflu8 waren neben der H-lonenkonzen- 
tration die Natur der Anionen und Kationen sowie die Salzkonzen- 
tration des Extraktionsmittels, und als Ldoslichkeitsinderung 


1) G. Embden u. E. Adler, Diese Z. 118, 1 (1922); G. Embden u. 
H. Lange, Diese Z. 130, 350 (1923); sowie Klin. Wschr. 1924, 129. 

2) G. Embden, Naturw. 1928, 985; G.Embden u. E. Lehnartz, 
Diese Z. 184, 243 (1924); A. Abraham u. P. Kahn, Diese Z. 141, 161 (1924); 
G. Embden u. H. Jost, Dtsche. Med. Woch. 1925, 636; Diese Z. 165, 224 
(1927); H. J. Deuticke, Diese Z. 149, 259 (1925). 

3) H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. 224, 1 (1930); J. Hensay, ebends 
224, 44 (1930); G. Embden u. E. Metz, Diese Z. 192, 233 (1930). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 7 
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wurde eine Abnahme in bestimmt konzentrierten alkalischen 
Phosphatlésungen und eine Zunahme in sauren Acetatgemischen 
vefunden. Dieses Verhalten der Muskelproteine schlieBlich wurde 
mit dem Auftreten eines staérker alkalischen EiweiBk6érpers unter 
den gewihlten Versuchsbedingungen, d. h. im Muskelbrei. wahrend 
der Aufbewahrung sowie im titigen und starren Muskel gedeutet.?) 

Bei der Muskeltatigkeit lieBen sich aber die genannten 
Loslichkeitsinderungen der Proteine bisher nur im weitgehend 
ermudeten Muskel nachweisen. Sie waren zwar in gewissem Aus- 
mah abhingig von der geleisteten Arbeit insofern, als mit steigender 
Arbeitsdauer auch die Anderungen zunahmen, aber um iiberhaupt 
Unterschiede in der Proteinléslichkeit zu finden, muBte stets eine 
linger dauernde, zu merklicher Erschépfung des Muskels fiihrende 
Reizung vorgenommen werden. Infolgedessen war es natirlich 
nicht angiingig, die hier gefundenen Anderungen ohne Einschrin- 
kung auf die im Kontraktionsaugenblick selbst sich vollziehenden 
Vorgiinge zu wbertragen; sie konnten nur angesehen werden als 
die Summe von physiko-chemischen Anderungen, die bei der 
Kontraktion, der Wiedererschlaffung und médglicherweise erst 
sekundir bei der Ermiidung im Muskel eintreten. Diese Deutung 
lieB sich selbstverstindlich auch durch den am Warmbliiter- 
muskel gefiihrten Nachweis der Reversibilitaét dieser Vorginge 
nicht ausschlieBen, obgleich die Reversibilitaét an sich durchaus 
darauf hinwies, daB die beobachteten Anderungen Ausdruck eines 
physiologischen Geschehens waren. ) 

In der nachfolgenden Arbeit sind nun Versuche beschrieben, 
in denen durch Verfeinerung des Extraktionsverfahrens Loslich- 
keitsinderungen von Muskelproteinen schon nach ganz geringer 
und kaum ermiidender Reizung des Muskels nachweisbar wurden. 
Die GréBe dieser Anderungen erwies sich als abhingig von der 
geleisteten Spannung. AuBerdem sind die Léslichkeitsinderungen 
auch im isolierten Muskel unter aeroben Bedingungen vollstandig, 
dagegen unter anaeroben Bedingungen nicht reversibel. Insgesamt 
sprechen die im folgenden mitgeteilten Versuchsergebnisse dafiir, 
daB diese mittels der Léslichkeitsbestimmung gefundenen Ver- 
schiedenheiten an den Proteinen wirklich ein Ausdruck von un- 
mittelbar bei der Tatigkeit selbst erfolgenden physiko-chemischen 
Vorgiingen im Muskel sind. 


1) H. J. Deuticke, Pfliigers Arch. 224, 1 (1930); J. Hensay, ebenda 
£24, 44 (1930). 
*) H. J. Deuticke, a. a. O. 
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I. Methodik. 


Fiir die Versuche kamen ausschlieBlich die Gastrocnemien von Eskulenten 
zur Verwendung. Die Reizung der Muskeln erfolgte stets indirekt: Nach Her- 
stellung des Nervmuskelpraparates wurde der Muskel zwischen 2 Platinhaken 
befestigt, von denen der eine an der Achillessehne angriff, der andere am 
proximalen Muskelende unmittelbar an der Insertionsstelle des Muskels. Nach 
Feststellung der Reizschwelle wurde eben maximal mit Einzelinduktions- 
schlagen (60 Offnungsschlige pro Minute) gereizt. Als Primarstrom war 
1 Ampére aus dem Gleichstromnetz der Lichtanlage durch einen Lampen- 
und Schiebewiderstand abgezweigt. Um jegliche Uberreizung zu vermeiden, 
wurde — abgesehen von der indirekten Reizung — stets so schonend wie még- 
lich gereizt, d.h. der Rollenabstand des verwandten Induktoriums kaum 
verringert. 

Die Muskeln waren am Spannungshebel befestigt, standen, wenn nicht 
ausdriicklich anders vermerkt, zu Versuchsbeginn unter einer Spannung von 
25 g und befanden sich in einem als feuchte Kammer hergerichteten Kopyloff- 
gefaB!) bei Zimmertemperatur. Wahrend der Arbeitsperiode des einen Muskels 
wurde der entsprechende Ruhemuskel der anderen Extremitét, wenn nicht 
anders angegeben, unter den gleichen auBeren Bedingungen, also an einem 
gleichen Hebel bei gleicher Belastung, aufbewahrt. Am SchluB des Versuches 
wurden die Muskeln beschleunigt vom Spannungshebel entfernt, in fliissige 
Luft versenkt und zu méglichst feinem Muskelpulver zerkleinert. 

Die Extraktion dieses Muskelpulvers erfolgte im Prinzip nach der bereits 
friiher beschriebenen Methodik.?) Nur wurde die Fehlerbreite der Methode 
herabgesetzt und ihre Empfindlichkeit gesteigert. Das erstere geschah dadurch, 
daB vom Muskelpulver des rechten und linken Gastrocnemius jedesmal die 
gleiche Menge, 0,4 oder 0,5 g, in die mit Pufferlésung beschickten und vor- 
gewogenen Erlenmeyerkélbchen eingewogen wurde. Dadurch kam der bei 
Verwendung verschiedener Muskelmengen etwa eintretende Fehler*) véllig in 
Fortfall. 

Die Steigerung der Empfindlichkeit, d. h. der Nachweis von Léslichkeits- 
anderungen schon nach relativ geringer Spannungsleistung des Muskels gelang 
durch die Auswahl geeignet zusammengesetzter Extraktionsgemische. Im 
einzelnen wird auf diese Frage in einer besonderen Arbeit, die das Verhalten 
der Muskelproteine in verschiedenen Extraktionsgemischen zum Gegenstand 
hat, eingegangen werden. Hier sei nur das in den nachfolgenden Versuchen 
verwandte Extraktionsgemisch angegeben: Entsprechend den Erfahrungen von 
J. Hensay*), daB Kaliumphosphatpuffer im neutralen und alkalischen Bereich 
fiir den Nachweis von Léslichkeitsinderungen besonders geeignet sind, diente 
ein Kaliumphosphatgemisch von m/10-Konzentration und py 7,2 als Grund- 
lage der Extraktionslésung. Durch Zusatz von einem Teil einer m/5-Jodkalium- 
ldsung zu 6 Teilen des Phosphatpuffers traten die bei der Tatigkeit erfolgenden 
Anderungen an den Muskelproteinen in einer betrachtlich starkeren Léslich- 
keitsabnahme als bei Verwendung von reinem Kaliumphosphatgemisch in die 
Erscheinung (weitere Einzelheiten und die Belege hieriiber vgl. in der dem- 


1) G. Kopyloff, Pfliigers Arch. 153, 222 (1913). 
*) Vgi. H. J. Deuticke, a. a. O. 
3) Vgl. H. J. Deuticke, a. a. O., S. 3. 4) J. Hensay, a.a. O. 


’ * 





Hans Joachim Deuticke, 


100 


nachst in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeit). Von diesem Puffergemisch, 
das also in bezug auf Kaliumphosphat m/11,67 und in bezug auf Kalium. 
jodid m/35 war, wurden jeweils 30 ccm zur Extraktion des Muskelpulvers 
verwendet. 

Die Aufarbeitung nach 1l5stiindiger Extraktion erfolgte wie bereits 
friiher beschrieben: Der gesamte lésliche Stickstoff wurde in 2 ccm Filtrat 
nach 2stiindigem Veraschen bestimmt, der Reststickstoff in einem aliquoten 
Teil des entquecksilberten und entliifteten Schenckfiltrates!) ebenfalls nach 
2stiindiger Veraschung. Der Eiweibstickstoff ergab sich als Differenz der 
beiden Stickstoffwerte. 

Die Wasserstoffionenkonzentration der Filtrate wurde in einer gréBeren 
feihe von Versuchen mittels der Gaskette oder colorimetrisch bestimmt. Da 
die Filtrate konstant den gleichen py 7,2 aufwiesen, wurde in den spateren 
Versuchen auf diese Bestimmung verzichtet. In allen Versuchen wurde ferner 
der Trockensubstanzgehalt der Muskeln festgestellt. Bei der Angabe der 
Stickstoffwerte in den nachfolgenden Tabellen ist jedesmal die Veranderuny 
des Wassergehaltes dadurch beriicksichtigt, daB alle Werte auf den Trocken- 
substanzgehalt der Ruhemuskeln berechnet wurden. 


Kontrollversuch. 30.4.31. GroBe 9 E. 





Anderung 
kel Trocken- Loéslicher Stickstoff der Loslichk. 
Mus ‘ ” substanz-| im °/) des Muskelgewichtes oe eos 
un stickstoffes 
Vorbehandlung gehalt |— oe im Muskel B, 
{ ) . 0 
in “/o Gesamt-  Rest- | EiweiB- “- og . 
4 4... ak. 
Recht. Gastrocnem. 
Sofort in fl. L. 19,60 1,245 0,234 1,011 —~ 030 
Linker Gastrocnem. , 
Sofort in fl. L. 19,68 1,248 0,240 1,008 











Der als Beispiel aus einer Reihe gleichartiger Versuche nebenstehend 
mitgeteilte Kontrollversuch an den beiden Ruhegastrocnemien eines Tieres, 
die sofort nach der Dekapitation entnommen und in fliissige Luft versenkt 
wurden, soll lediglich die Zuverlassigkeit der Methodik zeigen. 


Versuchsergebnisse. 

In der T'ab.1 sind zwei Versuchsreihen wiedergegeben, aus denen 
die engen Beziehungen zwischen der Spannungsleistung des Muskels 
und der Loslichkeitsinderung seiner Proteine ersichtlich werden. 
Die erste Reihe, die an Fréschen des Fanges vom 16. IV. 31 an- 
gestellt wurde, umfaBt die Versuche 1—5. Diese Versuche sind 
geordnet nach der GréBe der von den Muskeln wihrend verschieden 
langer Reizung geleisteten Spannung (vgl. Langsspalte 5). Die 


1) H. J. Deuticke, a.a. O. 
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Tabelle 1. 


EinfluB der Spannungsleistung auf die Léslichkeit von Muskelproteinen. 
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16.4. | B. 200 Zuck. |**19,] 93,9]20,60| 1,125 0,235 0,890 
’ 
A. OhneReiz.) _ | ___ 118,47|1,271 0,231 1,040 
desgl. oO. | 
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2 
a | =~ | ~ pean 0,288 1,158 
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desgl. oe 37 
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1115] 4 149,98] 1,202 | 0,240) 
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desgl. oo 
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12. 3.] B. 300 Zuck. |"? 1] 54,4]21,03]1,142 0,225 0,917 
GroBe eo — | — |19,34]1,239 0,206 1,024 
3 E. ° ° 
12. 3.] B. 200 Zuck.|5..| 67,5[19,80]1,145 0,209 0,936 
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Zuckungszahl ist in Langsspalte 3 angegeben; sie betrug im Hochst- 
fall 800, in den beiden letzten Versuchen 4 und 5 nur 50 und 380, 


so daf die gesamte Reizungsdauer — bei 60 Einzelinduktions- 
schligen in der Minute — hdéchstens 5 Minuten, in den _ beiden 


letzten Versuchen weniger als 1 Minute wihrte. 

Das Verhalten des Stickstoffs ist aus Spalte 7 ersichtlich: 
sel unveriindertem Reststickstoffgehalt ist die Ldéslichkeit des 
Eiweibstickstoffs im Arbeitsmuskel stets herabgesetzt, 1m ersten 
Versuch dieser Reihe um 18,5°/, (vgl. Spalte 8) und in den folgenden 
Versuchen absteigend bis zu 4°/) (Versuch 5). Die Léslichkeits- 
abnahme erfolgt demnach parallel der Spannungsleistung, wahrend 
die Zahl der Reize oder Zuckungen hierfiir nicht entscheidend ist 
(vel. die Versuche 1 mit 200 und 2 mit 800 Zuckungen). 

Dieser Parallelismus ist natiirlich noch nicht fir einen un- 
mittelbaren Zusammenhang zwischen der Spannungsleistung eines 
Muskels und der Léslichkeitsinderung seiner Proteine beweisend. 
In Spalte 9 sind aber Quotienten angegeben, die entsprechend 
dem Meyerhofschen Milchsiurequotienten errechnet sind aus der 

Spannungsleistung des Muskels in g < Muskellange in cm 
- Abnahme der Léslichkeit des EiweiBstickstoffes 

Als ,,Abnahme der Léslichkeit des EiweiSstickstoffs” ist 
die wirklich erfolgte Léslichkeitsabnahme eingesetzt, d. h. nicht 
die prozentische, sondern die aus der Differenz der EiweiBstick- 
stoffwerte in Spalte 7 pro Gramm Muskel sich errechnende Abnahme 
multipliziert mit dem Muskelgewicht in Gramm (vgl. Spalte 4). 
Die Quotienten dieser 5 Versuche, deren absolute Hohe natiirlich 
bei Verwendung anders zusammengesetzter Extraktionsmittel eine 
andere ist!), stimmen nun mit einer Ausnahme, Versuch 4, ganz 
auffillig iiberein, obgleich die geleistete Spannung zwischen 18,6 
und 93,9 kg schwankte. Selbstverstiindlich enthalt diese Tabelle 
alle Versuche, die mit Fréschen der Sendung vom 16. IV. 31 in 
dieser Anordnung angestellt wurden. Diese Ubereinstimmung ist 
um so erstaunlicher, da einmal Gastrocnemien zur Verwendung 
kamen, da ferner das Ausziihlen der Kurven und das Abmessen 
der Muskellinge mit einem merklichen Fehler behaftet sind, und 
da schlieBlich die Methode der Loslichkeitsbestimmung der Pro- 
teine zwar im allgemeinen sehr genau ist (Differenzen zwischen 
rechter und linker Seite meist unter 1°/)), gelegentlich jedoch 
Unterschiede bis zu 2°/, vorkommen. Infolge dieser Fehlerméglich- 


1) Vgl. H. J. Deuticke und J. Hensay, a. a. O. 
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keiten spricht Versuch 4 mit seinem Quotienten von 107 x 10®, der 
aus der Reihe der iibrigen (mittlerer Quotient der Versuche 1—38 
und 5 = 139 x 108, der Versuche 1—5 = 132 x 10) etwas heraus- 
fillt, nicht gegen das Ergebnis der anderen 4 Versuche, das auf 
einen engen Zusammenhang zwischen der Spannungsleistung eines 
Muskels und der Loslichkeitsinderung seiner Proteine hinweist. 

Bestaétigung findet dieses Ergebnis in den folgenden Ver- 
suchen 6—10 dieser Tabelle, die an Mirzfréschen (Sendung vom 
12. III. 31) angestellt wurden. Sie sind geordnet nach der Ab- 
nahme der Proteinléslichkeit, die, wie ein unmittelbarer Vergleich 
der Spalten 5 und 8 miteinander zeigt, hier scheinbar nicht der 
Spannungsleistung parallel verliuft. Dieses scheinbar_ wider- 
sprechende Verhalten ist jedoch nur durch die betriichtlichen 
Unterschiede in der Muskellinge und im Muskelgewicht (vel. 
Spalte 4) bedingt. Werden diese durch Errechnung des oben- 
genannten Quotienten beriicksichtigt, so zeigt sich an der Uber- 
einstimmung der Quotienten untereinander (Mittelwert 208 x 10°) 
in dieser Versuchsreihe noch deutlicher, da wirklich die hier 
nachgewiesene Zustandsiinderung der Muskelproteine in _ gesetz- 
miBiger Beziehung zur geleisteten Spannung steht.) 

Die trotz Verwendung des gleichen Extraktionsgemisches ver- 
schiedene Hohe der Quotienten in diesen beiden Versuchsreihen 
(208 x 108 bei den Marzfréschen und 132 x 10® bei den April- 
froschen) zeigt ferner, daB die Abnahme der Proteinléslichkeit bei 
cleicher Spannungsleistung von der Froschsendung bzw. der 
Jahreszeit abhingig ist. Die im Marz eingelieferten Tiere ent- 
sprachen ihrem ganzen Verhalten nach Winterfréschen, wihrend 
die Tiere im April sich eher wie Sommerfrdsche verhielten. Ks 
scheint nun — jedoch sind die Untersuchungen hieriiber noch 
nicht abgeschlossen —, dafB die an den Aprilfréschen gefundenen 
niedrigen Quotienten wihrend des Sommers innerhalb gewisser 


1) Der Unterschied im Milchséuregehalt zwischen Ruhe- und Arbeits- 
muskel bedingt nicht die Léslichkeitsverinderungen der Proteine, wie in 
besonderen, spaéter in anderem Zusammenhang zu ver6ffentlichenden Ver- 
suchen festgestellt wurde. Ebensowenig diirften die iibrigen ionalen Ande- 
rungen, die ein Muskel bei der Tatigkeit erfahrt, die Zusammensetzung des 
stark konzentrierten Extraktionsgemisches so entscheidend andern, daB darauf 
die gefundenen Unterschiede beruhen; denn bei dem Verhaltnis von 0,4—90,5 g 
feuchter Muskulatur zu 30 ccm Puffergemisch sind die Konzentration der 
muskeleigenen Ionen im Extraktionsgemisch und Konzentrationsunterschiede 
zwischen den Extrakten von Ruhe- und Arbeitsmuskeln naturgema8 sehr 
geringfiigig. 
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Grenzen ziemlich konstant bleiben, um im Herbst langsam wieder 
zu winterlichen Werten anzusteigen. 

Waren die in den bisherigen Versuchen nachgewiesenen 
Kolloidzustandsinderungen wirklich mit der Spannungsleistung 
aufs engste verknipft, war vielleicht das Unldslichwerden be- 
stimmter EiweiBkorper geradezu als Ursache der Muskelermiidung 
anzusehen, so durfte man hoffen, durch den nachtraglichen Auf- 
enthalt eines nicht tiberméBig beanspruchten Muskels in Sauer- 
stoff, der bekanntlich zur weitgehenden Erholung des Muskels 
fiihrt, auch die Restitution dieses an der Spannungsleistung be- 
teiligten Kolloidapparates zu erreichen, ahnlich wie es bei den 
charakteristischen chemischen Begleiterscheinungen der Muskel- 
kontraktion der Fall ist. 

Grundsitzlich ist die Reversibilitaét der bei der Muskeltatig- 
keit erfolgenden Loéslichkeitsinderung der Muskelproteine bereits 
erwiesen!); denn bei Kaninchen, denen der N. ischiadicus ein- 
seitig durchtrennt war und die nach erschépfenden Insulinkréampfen 
auf der Krampfseite eine deutliche Anderung der Proteinléslich- 
keit gegeniiber der ruhiggestellten Seite zeigten, lieB die nach- 
trigliche Erholung des Tieres unter entsprechender Kohlenhydrat- 
zufuhr die Unterschiede zwischen Ruhe- und Arbeitsmuskulatur 
wieder vollig verschwinden. Doch war eine mehrtégige Erholung 
hierzu notig und damit nicht auszuschlieBen, daB die Restitution 
unter volligem Ersatz der durch die erschépfenden Insulinkrampfe 
hochgradig beanspruchten Muskelproteine erfolgte. Erst am iso- 
herten Muskel konnte es demnach gelingen, eine wirkliche Resti- 
tution des an der Spannungsleistung beteiligten Kolloidsystems 
nachzuweisen und vielleicht auch einen Einblick in den Chemismus 
dieser Restitution zu gewinnen. 

Ein Teil der in diesem Zusammenhang angestellten Versuche 
ist in Tab. 2 aufgefiihrt. Die ersten 38 Versuche 11—13 sind 
Kontrollversuche. Sie zeigen, daB bei etwa gleichmaBiger Reizung 
der beiden Gastroenemien (200 Zuckungen in 200 Sekunden) der- 
jenige Muskel, der mehr Spannung leistet und der in simtlichen 
Versuchen dieser Tabelle stets als Muskel B angefihrt ist, ent- 
sprechend den bisherigen Befunden auch weniger EiweiB in Lésung 
treten la®t. In den niachsten 4 Versuchen 14—17 wurden die 
A-Muskeln sofort nach der Reizung in fliissige Luft getaucht, die 
B-Muskeln hingegen erst nach 2stiindiger Aufbewahrung in 


Sauerstoff. 
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7 | 8 | 9 


Loéslicher Stick- 
stoff in °/, des 
Muskelgewichts 


Gesamt- 
Rest- 
EiweiB- 





1,303 0,248 1055 
1,279 0,248 1,031 
1,470 0,265 1,205 


1,458 0,267 1,191 


1,227 0,263 0,964 


1,109 | 0,224 | 0,885 
| | 
1,174 | 0,224 0,950 
1,292 0,285 1,007 
1,380 0,287 1,098 
1,401 0,286 1,115 
1,555 0,298 1,257 
1,234 0.283 0,951 


1,349 0,281 1,068 


1,433 0,260 1,173 


Anderung d. Léslich-! 





1,199 0,259' 0,940 























2 3 5 
- —_ 
=e g~/s | Fs: 
EF Muskel a: oe 
= was Poe oe, o- 
58S und sale «| 22 
oo Vorbehandlung ae ie oe 
me § gol|a |3e 
TD Hols 5 oh 
Ry ae 
RD e 
A. 200 Zuckungen; 3,0 
2 E. sofort in fl. Luft |1,022] 392) 19,19 
om ee desgl. «ll 43,1} 19,43 
A. 200 Zuckungen; 23 - ‘ 
6 E. sofort in fl. Luft {1,085 ad (nla 
sie & desgl. +e | 43,0/21,29 
’] 
, A. 200 Zuckungen; [3,4 we ols 
aE sofort in fl. Luft | 1,287 71,0) 20,01 
oo oe desgl. a 85,6] 20,32 
A. 200 Zuckungen; {3,0 54.7117.97 
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Tabelle 2 (Fortsetzung). 





2 3 4/5/6]7]8) 9 10 
Le 7 |= | | Léslicher Stick- | 32. 
Ce RS- S = ~ Ss<| stoff in °/, des | 25 - 
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(103) — 00 
11. 8. | 8. 8. | B. 200 Zuckungen; [3,3 gc. 9}9 " 91-10 
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¢ —_ eee ; — {20,6 5247 
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neg 6 E. r + 1,3] 
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8. 38. 2Std. in Sauerstoff 0.904 43,7 21,66 1,329 ),250 ai 79 
A. Ohne Reizung in [3,3 ) or . 
‘ . ial — |20,62}1, é é 
rid 6 E. fliissige Luft 1,193 6211 366/0,2 a ae ‘i 
(109) : | | + 4); 
13. 8. | 38. 8 | B. 200 Zuckungen; = 13,3 “9 5197 10 ~ (on ' 
2Std. in Sauerstoff [1,178] ‘“*” =nye £15 /¢ 254) 1,161 









































Wahrend dieser Zeit befanden sich die Muskeln nach Entfernung des 
Nerven und des Knochenstiickes ohne Belastung oder Spannung in Kopyloff- 
gefaBen bei Zimmertemperatur (18—22°). In diese GefaBe waren 1—2 ccm 
Ringerlésung einpipettiert, durch die lebhaft Sauerstoff perlte, ohne daB die 
Muskeln selbst mit der Ringerlésung in Beriihrung kamen; auBerdem war das 
KopyloffgefaB noch mit einem feuchten Filter bedeckt. 

In diesen simtlichen 4 Versuchen ist die Léslichkeit des 
KiweiBes in den B-Muskeln trotz stirkerer Spannungsleistung 
deutlich, 2mal (Versuch 16 und 17) sogar betrachtlich vermehrt. 
Versuch 18 ist in dieser Tabelle nur angefiihrt zum Beweis dafiir, 
daB die angewandte Reizung der isolierten Froschgastrocnemien 
nut 200 Einzelinduktionsschligen um diese Jahreszeit wirklich zu 
einer betriichtlichen Loslichkeitsminderung der Proteine fiihrt. 
Dies ist auch die Voraussetzung fiir die Beweiskraft der letzten 
3 Versuche 19—21 dieser Tabelle. Hier wurde der A-Muskel stets 
sofort nach der Préparation ohne Reizung als Ruhemuskel in 
fliissige Luft getaucht, der B-Muskel erst nach 200 Zuckungen und 
anschlieBendem 2stiindigem Aufenthalt in Sauerstoff. Diese 
3 Versuche zeigen nun, daB die durch die Spannungsleistung 
hervorgerufene Loéslichkeitsabnahme der EiweiBkorper nicht nur 
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Tabelle 3. 


EinfluB nachtraglicher Aufbewahrung von Arbeitsmuskeln in Stickstoff. 
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teilweise, sondern voéllig wieder ausgeglichen wird, da der Anfangs- 
wert stets wieder erreicht oder sogar um ein geringes tiberschritten 
wird. 

Das nachtragliche Wiederansteigen der Proteinldslichkeit im 
Arbeitsmuskel erwies sich in weiteren Versuchen als ein in solchem 
Ausma8 nur unter aeroben Bedingungen méglicher Vorgang. Denn 
die nachtragliche Aufbewahrung eines Arbeitsmuskels in Stick- 
stoff fiihrte, wie die Versuche 28—26 der Tab. 3 zeigen, nur in 
einem einzigen Versuche (Versuch 24) zu einer geringfiigigen 
Léslichkeitsvermehrung der Muskelproteine, in den iibrigen drei 
Versuchen blieb sie aus. Der erste Versuch dieser Tabelle, Ver- 
such 22, ist wieder nur angefiihrt zum Beweis dafir, daB bei 
Fréschen dieses Fanges auch die angewandte Reizzahl von 
150 Einzelinduktionsschligen und die dabei erzielte Spannungs- 
leistung von 50 kg zu einer betrachtlichen Léslichkeitsabnahme 
der Proteine fiihrt. Der Quotient 


_Spannungsleistung des Muskels in g x Muskellange in cm 
Abnahme der Léslichkeit des EiweiSstickstoffes 





betrug in diesem Versuch 154 x 10° und stimmt mit dem im 
Versuch 18 der Tab. 2 an einem Tier des gleichen Fanges erreichten 
Quotienten von 155 x 10® voéllig iiberein. SchlieBlich sind in 
diesem Zusammenhange noch einige Versuche (vgl. die Versuche 27 
und 28 der Tab. 8) in der Weise angestellt, daB von 2 Gastro- 
cnemien des gleichen Tieres derjenige, der bei 200 Einzelzuckungen 
weniger Spannung geleistet hatte, in Stickstoff (Muskel A), der 
andere hingegen in Sauerstoff (Muskel B) fiir 2 Stunden auf- 
bewahrt wurde. Auch bei dieser Anordnung zeigt der in Sauerstoft 
aufbewahrte Arbeitsmuskel trotz der von vornherein wieder un- 
giinstigeren Bedingungen eine wesentlich bessere Proteinléslichkeit. 

Diese Ergebnisse machen es demnach sehr wahrscheinlich, 
daB die bei der Muskeltatigkeit in Abhingigkeit von der Spannungs- 
leistung erfolgenden kolloidchemischen Anderungen an Muskel- 
proteinen durch oxydative Vorginge wieder ausgeglichen werden 
kénnen. Da diese durch Oxydationen verursachte nachtrigliche 
Léslichkeitssteigerung der Eiwei8k6rper unter Bedingungen erfolst, 
unter denen ein Muskel erfahrungsgemif sich weitgehend oder 
voéllig erholt, diirften ihr am ehesten Restitutionsvorginge an der 
physiko-chemischen Struktur solcher Zellkolloide zugrunde liegen, 
die fiir den Kontraktionsablauf von Bedeutung sind. Vielleicht 
findet sogar mit diesen Ergebnissen in gewissem Grade eine An- 
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schauung ihre experimentelle Bestitigung, die neuerlich von 
G.Embden in den Mittelpunkt seiner Vorstellungen iiber das 
Wesen der Muskelkontraktion wberhaupt gestellt worden ist.) 
Embden kam auf Grund seiner Forschungsergebnisse zu der An- 
schauung, daB die im Kontraktionsaugenblick fretwerdende Energie 
héchstwahrscheinlich zu einem Teil wenigstens kolloidischen Ur- 
sprunges sei, und daB die Mehrzahl der gleichzeitig oder nach- 
triglich im Muskel erfolgenden chemischen Umsetzungen der 
Restitution des kolloid-chemischen Apparates auch in bezug auf 
seine Fahigkeit zur Energieittbertragung dienten, sei es, dab ver- 
gleichbar der Wiederaufladung eines Akkumulators die Energie- 
menge der Kolloide vermehrt oder ihre Fahigkeit zur Ubertragung 
von Energie verbessert wird. Dieser Anschauung schlieBt sich an- 
schemend in letzter Zeit auch Meyerhof?) insoweit an, als er die 
Moglichkeit, daB fiir die Energietransformation bei der Muskel- 
arbeit auch der Struktur des Muskels Bedeutung zukomme, er- 
ortert. Vielleicht handelt es sich hier bei dem durch oxydative 
Vorgange bedingten Wiederanstieg der Proteinléslichkeit um einen 
solchen Restitutionsvorgang an Energiekatalysatoren im Kmbden- 
schen Sinne. Von vornherein war natiirlich durchaus nicht an- 
zunehmen, daB unter anaeroben Bedingungen die nachtrigliche 
Verbesserung der Proteinléslichkeit ausblieb; denn sie konnte sehr 
wohl energetisch bestritten werden durch irgendwelche, auch 
anaerob erfolgende, exotherme Spaltungsvorginge im Muskel. 
Die Resynthese des Phosphokreatins z. B. gelingt dem isolierten 
Kaltblitermuskel auch unter anaeroben Bedingungen — aller- 
dings nur nach kurzdauernder Reizung; nach irgend stirkerer 
Reizung ist sie nur noch in Sauerstoff méglich und nach er- 
schépfender Reizung des Muskels itberhaupt nicht mehr.*) Ahnlich 
kénnten auch die beobachteten Kolloidzustandsiinderungen der 
Muskelproteine anfainglich noch unter anaeroben Bedingungen 
reversibel sein, um erst nach weiterer Beanspruchung des Muskels 
zu ihrer Restitution gleichzeitig erfolgender oxydativer Vorginge 
zu bedirfen. Jedoch haben sich fiir eine solche anaerobe Restitu- 
tion bisher keine titberzeugenden Anhaltspunkte ergeben, wahrend 


1) G. Embden, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8, I, 417 ff. (1925); 
Derselbe u. H. Jost, Diese Z. 165, 224 (1927); G. Embden, Klin. Wschr. 
1929, 913. 

*) Naturw. 1931, 923. 

3) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Naturw. 1927, 670; D. Nachman- 
sohn, Biochem. Z. 196, 73 (1928); H. Gorodissky, Diese Z. 175, 261 (192s). 
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Tabelle 4. 


EinfluB der Aufbewahrung von Ruhemuskeln in Sauerstoff und Stickstoff. 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 
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QE. in i | — 1,89 
" tdn. in 3,0 lon ralioial no ant 
9.7. Stickstoft | 0.959 | 20:99 | 1.219 0,230 0,989 
tice} SN 120. [2074 1,226 0,258 1,078 
QE. 99 ; “i 5.97 
; tdn. in 3.0 ) 
15. 7. Nge .} 21,10} 1,386 0,249 1,137 
Stickstoff |0,986]7°’ seal Wi 
GroBe fey ee 19,42] 1,179 0,267 0,912 
QE. eee 2 as | 9,32 
27.7 | Oe ratatt [1198 | 20:08 | 1,266 0,269 0,997 
. Sofort in 3,2 - , 
— fl Luft Sug | 20,64] 1,420 0,281 1,139 si 
Q E. ' ou 
27.7, | Oe eta. om | 1 dpe | 21,20] 1,435 | 0,281 | 1,154 
_. [A TStd in | 26 | ne a 
cc Stickstoft | 0,765 | 18,40 | 1,029 0,248 | 0,781 sie 
a . 1 Std. in 26 lok 
24.4. Sauerstoff | 0,737 18,51] 1,055 0,245 0,810 
. 2 Stdn. in 3,0 I, 9!n9e9 ", 
on. Stickstoff | 1041 | 20,36] 1,142 0,262 0,880 si 
27.7. | B. 2 Std. an | gy | 20,20 | 1,199 | 0,257 | 0,942 
. 2 Stdn. in 3,2 linia ‘ OKO 9 
9 E. Stickstoff 1,002 19,16 1,094 0,252 0,842 és - on 
30, 7. . 2 Stdn. in 3,2 wae | im P 
Sauerstoff | 1,005 ssisant saneill beoneell bite 
2 Stdn. in 2,7 . - 
‘lei ” Jam | 18,9911,095 0,272 0,823 
Ty Stickstoff | 0,767 oa seen 412.76 
_ . 2 Stdn. in 2,7 ' , 
27.7. ; 19,03 |1,193 0,265 0928 
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Oxydationen anscheinend die vollige Restitution des Kolloid- 
apparates herbeizufihren vermdégen. 

Handelt es sich aber bei der hier beobachteten Wiederzunahme 
der Proteinléslichkeit 1m Arbeitsmuskel um eine wirkliche Restitution, 
d. h. sind tatsachlich die bei der Spannungsleistung unléslich ge- 
wordenen Proteine wieder léslich geworden ? Konnten nicht vielleicht 
andere MuskeleiweiBkorper, die an der Spannungsleistung tiberhaupt 
nicht beteiligt sind, durch den nachtraglichen Aufenthalt des Arbeits- 
muskels in Sauerstoff derart in ihrer Léslichkeit beeinfluBt sein, dab 
sie in der Bilanz, wie sie hier bestimmt wird, die unveranderte Léslich- 
keitsabnahme der an der Spannungsleistung beteiligten Protein- 
fraktion iiberdeckten? Dieser Frage ist wegen ihrer besonderen Be- 
deutung weiter nachgegangen worden. Zunachst wurde untersucht, ob 
auch die Loslichkeit der Proteineim Ruhegastrocnemiusdurchden 
Aufenthalt de = -»='~'s in Sauerstoff oder Stickstoff beeinfluBbar ist. 

Das k., sulche: Versuche ist in Tab. 4 wiedergegeben. 
In den Versuchen 29—83, 36 und 40 zeigt sich nun, daB ein 
2stiindiger Aufenthalt von Ruhemuskeln in Sauerstoff (unter 
den §$. 106 beschriecbenen Versuchsbedingungen) stets zu einer 
deutlichen und zum Teil sogar betrachtlichen Léslichkeitszunahme 
der Proteine fiithrt, die im Mittel aus diesen 7 Versuchen 6,52°/, 
betrigt. Demgegeniiber weist der wihrend 2 Stunden in Stick- 
stoff aufbewahrte Muskel in den Versuchen 34, 35, 37—39 und 41 
nur einmal, in Versuch 389, eine héhere Proteinléslichkeit auf, und 
es ist ziemlich wahrscheinlich, daB es sich in diesem Versuch um 
einen Analysenfehler handelt, da in siimtlichen anderen Versuchen, 
die in dieser Weise angestellt wurden, auch solchen, die hier nicht 
verOffentlicht werden, dieses Verhalten niemals wieder beobachtet 
wurde. In den wbrigen 5 Versuchen ist als Folge 2stiindigen 
Aufenthaltes in Stickstoff niemals eine Léslichkeitszunahme, 
einmal (Versuch 37) sogar eine deutliche Abnahme nachweisbar, 
so daB sich mit einer Zunahme um 0,24°/) im Mittel aus den sechs 
in Stickstoff angestellten Versuchen praktisch keine Veradnderung 
der Proteinléslichkeit ergibt. Die letzten 4 Versuche dieser Tabelle 
schlieBlich, die Versuche 42—45, sind wieder so angestellt, daB von 
demselben Tier der eine Ruhegastrocnemius jeweils in Stickstoff, 
der andere in Sauerstoff fiir 1 oder 2 Stunden aufbewahrt wurde. 
Auch hier weist wieder der in Sauerstoff aufbewahrte Muskel stets 
die stiirkere Proteinléslichkeit auf. 

Die nach diesen Ergebnissen natiirlich berechtigten Zweifel an 
einer wirklichen, durch oxydative Vorgange bedingten Restitution 
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Einflu8 nachtraglicher Aufbewahrung von Arbeitsmuskeln in Sauerstoff (II). 





| 


‘ 


(ProtokollInummer) 
Datum 1931 


Versuchsnummer 


Froschart; 
Sendung vom 
1931 





” 


GroBe 
OE. 
12. 10. 


GroBe 
oO E. 
12. 10. 











Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 


Spannungsleistung |__| 
in kg . ed 


9} 21,37 








3 | + | 
=] oO 
Muskel —" 
und a 
oS) 
Vorbehandlung o's 
7 © 
a Res) 
A. Ohne Reizung {4,0 
in fl. L. 1,857 
— 4.0 
B. 300 Zuckungen 1800 
A. Ohne Reizung ]3,2 
in fl. L. 1,108 
ee 
B. 200 Zuckungen 1.065 
A. 2 Stdn. in 3,5 
Sauerstoff 1,338 
B. 200 Zuck. und [3,5 
2 Stdn. in Sauerstoff | 1,317 
A. 2Stdn. in [35 
Sauerstoff 1,251 
B. 200 Zuck. und ]3,5 
2 Stdn. in Sauerstoff | 1,222 
A. 21/, Stdn. in [3,4 
Sauerstoff 1,170 
B. 200 Zuck. und [3.4 
21/, Stdn. in Sauerst.| 1,206 
A. 3 Stdn. in [3,6 
Sauerstoff 1,376 
B. 200 Zuck. und {3,6 
3 Stdn. in Sauerstoff | 1,411 
A. Ohne Reizung; [3,5 
sofort in fl. L. [1,633 
B. 900 Zuck. und 3,8 
2 Stdn. in Sauerstoff | 1.556 
A. Ohne Reizung; {3,8 
sofort in fl. L. [1,815 
B. 900 Zuck. und {3,8 
6 Stdn. in Sauerstoff | 1.773 


Trockensubstanz- 
gehalt in °/, 


20,97 


21,38 


21,26 
Ba sal 
21,49 
21,81 


20,97 








21,57 


Léslicher Stick- 
stoff in °/) des 
Muskelgewichtes 


esamt- 
Rest- 


‘ 
7 


Anderung d. Léslich- 
keit d. EiweiBstick- 


EiweiB- 


| 

1,264 0,228) 1,036 | 

— 20,95 
1,048 0,229 0,819] 
1,312 0,235 1,077]] 

—14,58 
1,159 0,239 0,920 ( 
1,424 0,241 1,183 

| 

1,363 0,241 1,122 
1,219 0,234 0,985 
1,201 0,230 0,971 
1,316 0,228 1,088 
1,250 0,222 1,028 
1,338 0,240 1,098 
1,315 0,235 1,080 
1,344 0,234 1,110 
1,234 0,237 0,997 


1,232 0,218 1,014 





1,112 0,220 0,892 


8 | 9 

~~ P 
= Quotient 
+4 ¢/Spann.- Musk 

s°" | Leist. x Lang 
Ss <i] /. : 

4 (ing) (inen 

a 

= 2 

» ©} Abnahme de 
s «| Loslichk. d. E 

~~ = . . 

= © |weiBstick stoffi 

i? 4 








137 x 108 


146 « 106 


369 « 108 


1377 « 10° 


531 « 108 


15°6 «x 108 


390 « 108 


35 | * 108 
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Tabelle 5 (Fortsetzung). 
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VCLSUCLISILULLELICI 
Datum 


(Protokollnummer) 


54 
(133) 
0. 10. 


5D 
(137) 
9. 10. 








2 | 3 |4][5]6 | 7 8 | 9 
n 7 Lak a . ! 
_ we a N Léslicher Stick- | "3 ‘S = ~ Quotient 
5 oe Bs Ss<| stoff in °/, des| 2 3-4 g|Spann.- Musk 
“he Muskel ~ = 12 eo] 2 g | Muskelgewichtes|4°¢ = | Leist. x Langg 
fen und ere toe ot ee mene t Som “| (ing) (incngf 
i Vorbehandlung Se) EE) Ss 2 | ges 
= = é ung SaSeia od = ~ Z S » ~| Abnahme der 
rn LY oo he = 2 Y cS <8) : (<8) ne! vd Aalhoe r AY 
T. Mole 7e*) 8 ia | & [yes see re “ | 
L — c BR ).2 2 ]wei stic “sy 
: 
A. Ohne Reizung; {3,4 | 
A. Reizung; 3, — |21.38]1.448 0.230) 1.2 
QE sofort in fl. L. 1,201 aes i . i a 5621 
o 1 | —6,57 32 x 108 
12.10.) B. 900 Zuck 1 13.4 | ‘ 
ee ee ee [os an | 154,3| 22,04] 1,377 0,239] 1,138 
10 Stdn. in Sauerst. | 1,167 , : | : 
; 
A. 24 Stdn. in 7 | 
ro ae) . ov, ss é oe 900 ») | = 
OF aheibetnne 1269 21,50} 1,299 0,241) 1,058 
97.10 B. 900 Zuck ils —1,99 1852 x 10° 
<4. 2V.) B. 900 Zuck. unc 7 ' 9 | - 
oA © a Seg] 134,3] 22,18] 1,274 0,237) 1,037 
24 Stdn. in Sauerst. | 1,278 | | 























des infolge der Spannungsleistung verinderten Kolloidzustandes 
der Muskelproteine lieBen sich aber in weiteren Versuchen beheben. 
So sind in Tab. 5 unter Nr. 48—51 Versuche mitgeteilt, in denen 
der B-Muskel wieder nach 200 Einzelzuckungen 2—8 Stunden in 
Sauerstoff aufbewahrt wurde, aber der A-Muskel, ohne daB er 
vorher irgendwelche Spannung geleistet hatte, ebenfalls die gleiche 
Zeit unter der Kinwirkung von Sauerstoff stand. Betraf die in 
Sauerstoff erfolgende Loéslichkeitszunahme irgendwelche an der 
Spannungsleistung nicht beteiligte Proteine, so muBte der 
Aufenthalt in Sauerstoff héchstwahrscheinlich in gleicher Weise 
die Proteinléslichkeit im Ruhe- und Arbeitsmuskel beeinflussen, 
d. h. die absolute Differenz in der Proteinléslichkeit zwischen 
beiden mute bestehen bleiben. Das ist nicht der Fall. Zwar 
findet sich in siimtlichen 4 Versuchen noch ein Unterschied zu- 
ungunsten des Arbeitsmuskels, jedoch liegt er nur 2mal deutlich 
auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. Aber selbst in diesen 
bheiden Versuchen 48 und 50 ist die durch Sauerstoffeinwirkung 
hedingte Léslichkeitszunahme der Proteine im Arbeitsmuskel sehr 
viel stiirker als im Ruhemuskel. Das kommt klar zum Ausdruck 
in der GréBe der in der bisherigen Weise errechneten Quotienten. 
Diese betragen in den beiden an Fréschen gleicher Sendung aus- 
gefiihrten Kontrollversuchen 46 und 47 im Mittel 142 ~ 10, in den 
Versuchen 48—51 liegen sie dagegen stets betrichtlich héher. Bei 
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gleichmaBiger Loslichkeitszunahme im Ruhe- und Arbeitsmuskel 
diirften sie sich selbstverstandlich von denen der Kontrollversuche 
nicht wesentlich unterscheiden. 

Selbst ein starker gereizter Gastroenemius hat noch die 
‘ihigkeit, nachtriglich in Sauerstoff die Léslichkeit seiner Proteine 
wieder zu steigern, wie das Ergebnis der Versuche 52—55 zeigt. 
Nach 900 eben maximalen Zuckungen, d. h. 15 Minuten Reizung, 
wurden die Arbeitsmuskeln fiir 2, 6, 10 und 24 Stunden in Sauer- 
stoff verbracht. Die Ruhemuskeln der Versuche 52—54 kamen 
sofort in fliissige Luft, wahrend im Versuch 55 auch der Ruhe- 
muskel fiir 24 Stunden in Sauerstoff blieb. In diesem Versuch ist 
der im Arbeitsmuskel erreichte Endwert praktisch gleich dem des 
Ruhemuskels, aber auch in den iibrigen Versuchen weisen die 
hohen Quotienten darauf hin, dab eine Restitution der durch die 
Spannungsleistung erfolgten Kolloidzustandsinderungen — ein- 
getreten war, die infolge der kiirzeren Eimwirkung des Sauerstoffs 
naturgemaB noch nicht vollsténdig sein konnte. Anhaltspunkte 
dafiir, daB es sich hier um ein Wiederléslichwerden von Muskel- 
proteinen im Spitstadium der Totenstarre handelt!), wurden nicht 
gewonnen. 

Es fragte sich nunmehr, ob unter den hier gewihlten Ver- 
suchsbedingungen der Verbesserung der Proteinléslichkeit im 
Arbeitsmuskel wirklich auch eime Steigerung seiner Leistungs- 
fahigkeit entsprach, die umgekehrt nach dem Verhalten der Pro- 
teine in einem in Stickstoff aufbewahrten Arbeitsmuskel natiirlich 
ausbleiben mute. Das Ergebnis der in Tab. 6 angefiihrten Ver- 
suche beantwortet diese Frage in bejahendem Sinne. 

In diesen Versuchen der Tab. 6 wurden beide Gastrocnemien bis zur 
volligen Erschépfung gereizt, und es wurde festgestellt, welchen KinfluB der 
nach 200 Einzelzuckungen eingelegte 2—2!/,stiindige Aufenthalt des einen 
Muskels in Sauerstoff (Vers. 56—61) oder Stickstoff (Vers. 62—65) auf die 
Gesamtleistungsfahigkeit dieses als B-Muskel bezeichneten Castrocnemius 
austibt. Die Reizung erfolgte bei beiden Muskeln stets sehr gleichmaBig und so, 
daB eine Uberreizung — etwa durch zu rasche Steigerung der Reizstarke 
vermieden wurde. Im einzelnen sind die Bedingungen in den verschiedenen 
Versuchen dieser Tabelle etwas variiert: In den Versuchen 56—59 wurde der 
A-Muskel erst nach einem 2—2!/,stiindigen Aufenthalt in Sauerstoff  er- 
schépfend gereizt, in den tibrigen Versuchen sofort nach der Préparation. Um 
Anderungen in der Reiziibertragung durch den Nerven auszuschlieBen, erfolgte 
in den Versuchen 60—61 und 64—65 als den einzigen Versuchen in dieser 
Arbeit direkte Reizung des Muskels. Das Ergebnis der simtlichen Versuche 
ist eindeutig: Bei Einlegung einer aeroben Erholungspause (Versuche 56—61) 


1) Vgl. H. J. Deuticke, a. a. O. S. 38. 
§. * 
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Tabelle 6. 


Beeinflussung der Spannungsleistung durch Aufenthalt der Muskeln 
in Sauerstoff oder Stickstoff. 





Versuchsnummer 
(Protokollnummer) 
Datum 1931 


63 
(146) 
16. 11. 








Froschart; 
Sendung vom 
1931 


bo 





Reizung 


in- 
direkt 


desg!. 


desg]. 


desgl. 


direkt 


desgl. 


in- 
direkt 


desgl. 





Muskel: 





Vorbehandlung 
(Zuckungszahl) 


200 


in kg 


Spannungsleistung 








7 


Vorbehandlung 


2'/, Stdn. Aufbewahrung in 
Sauerstoff; dann 900 Zuck. 


desgl. 


2 Stdn. Aufbewahrung in 
Sauerstoff; dann 900 Zuck. 


desg1. 


2'/, Stdn. Aufbewahrung in 
Sauerstoff; dann 900 Zuck. 


desgl. 


2 Stdn. Aufbewahrung in 
Sauerstoff; dann 900 Zuck. 


desgl. 


1200 Zuckungen sofort 


2 Stdn. Aufbewahrung in 
Sauerstoff; dann 1380 Zuck. 


1800 Zuckungen sofort 


2 Stdn. Aufbewahrung in 
Sauerstoff; dann 1680 Zuck. 


900 Zuckungen sofort 


2'/, Stdn. Aufbewahrung in 
Stickstoff; dann 900 Zuck. 


1200 Zuckungen sofort 


2 Stdn. Aufbewahrung in 
Stickstoff; dann 600 Zuck. 


|s]|o] wow, 


_Spannungsleistung 
in kg 





| Gesamtspannungs- 


5] 173,8 





leistung in kg 


87,9 
144,2 


105,1 


118,7 
154,8 
106,5 
131,3 

91,8 


122.6 


124,9 
91,4 
168,3 


66,5 





| Anderung d. Span- 


ber. 


A in °%/. 


auf 


nungsleistung des 
Muskels B, 


+ 64,1 


L 4 654 


+ 304 


4 33.6 











oe 


Versuchsnummer 


( Pr, eet ee ee 


64, | 


65.4 


304 


te 
bo 


33.6 


21,0 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 
1 | 2 | 3 | 4]5]e | 7 | 8 | 9 | 10 
— or) of r ~ 2 
o = wo oO » Sry i= 
cdm|.. & sjaals 5 |§2] ac gc 
se ~ OLS 8] .2 2 Mw = 
Saale TL =i © lS 8/2 w 2 wo gs 3d s.9 
~ f= . io! 8} s MN - "D N ~ em be —_ 
om gf 3 gS 5 : 3 = con Vorbehandlung Bor Bo wOR mn 
c% BlS307 o = &)e 2 5.8 5.4 +5 920 ‘ 
SO eit a om ale oOo] g eo on 
er als8| e [38/5833 
Nes - HisN] & a f~Orl ste 
ee 62) TR _— << 5 
A. aati 
64 E “Got io 1500 Zuckungen sofort 138,4] 138,4 
(147) Rs il direkt ~ ai dill , — 22,8 
16. 11 — . 001 56 2Stdn. Aufbewahrung in n() 06.9 
3,5 200} 56,2 Stickstoff; dann 1080 Zuck. 50,7] 106, 
65 E a —f— 1200 Zuckungen sofort 130,1] 130,1 
(148) ie il desgl. | _’ ; — 21,6 
“nr ** B. 200} 49.6 2 Stdn. Aufbewahrung in 59.41 102.0 
3,3 ” Stickstoff; dann 1020 Zuck. | °~ ~ 




















leistet der B-Muskel erheblich mehr und bei Einlegung einer anaeroben Er- 
holungspause (Versuche 62—65) erheblich weniger Spannung als der ent- 
sprechende A-Muskel. Diese letztere Beobachtung am anaecrob aufbewahrten 
Muskel zeigt fernerhin, daB fiir die Leistungsfahigkeit eines Muskels 
neben dem Zustand seiner Kolloide, der ja nach den voranstehend mit- 
geteilten Versuchen unter diesen Bedingungen im wesentlichen unverandert 
bleibt, auch andere Faktoren, wie z. B. seine Stoffwechsellage, ent- 
Hiermit erklart sich wohl auch die Tatsache, da in den 
Versuchen 56—60 nach der 2—2!/,stiindigen Erholungspause, die an sich ja 
die Léslichkeitsverminderung der Proteine weitgehend oder véllig ausgleicht 
(vgl. Tab. 2 und 5), der B-Muskel in seiner zweiten Arbeitsperiode nur erheblich 
weniger leistet als der A-Muskel insgesamt. 
proteine braucht selbstverstandlich im isolierten Muskel nicht die vollkommene 
Restitution seiner ebenfalls zur Tatigkeit notwendigen Reserve- und Betriebs- 


scheidend sind. 


substanzen zu entsprechen. 


Nach den bisher mitgeteilten Versuchen itiber die Abnahme 
der Proteinléshichkeit in Abhangigkeit von der geleisteten Spannung 
und uber die Reversibilitat dieser Léslichkeitsminderung in Sauer- 
stoff war es recht wahrscheinlich, daB die Reversion nicht sehr 
rasch und innerhalb der Erschlaffungsphase des Muskels erfolgt, 
sondern da sie langerer Zeit bedarf. 


schwerlich konstante 


leistung und Zuckungszahl innerhalb der eingehaltenen 
schiedenen Versuchszeiten ergeben. 
bestaétigt unter Verwendung einer Versuchsanordnung, die von 








Der Restitution 


Andernfalls hatten 
Quotienten fiir verschiedene Spannungs- 


Experimentell wurde dies 





der 
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Tabelle 7. 





Tempoversuche. 



































lL i@2] s [415 | 7 | 8& 
- bp ; Aaah . 
So 7 wi TS N Léslicher Stick- | .2.2—>> 
Eel 5 als <>] stoff in °/, des cace: “ 
=o Be Muskel °.E 1S 2.1] 2 = | Muskelgewichtes | 4°35 5 
cS | wo fe |e i's 3 Bas 
ECE REE un oe | fa) 22/2 | Sa ee 
SZeleeZ Vorbehandlung OE ITE ISS] B ab 2 er 
DN — ~ we -_ © (=| Oo YY re N ~ ay © ° 
ESO 2 Sole Sul fF e FE loses 
>A ; Bm le | |] BB | es ge 
— ~ - ~ << N > 
A. 200 Zuckungen in |3.4 ae — inane 
66 aE 200 Sekunden 0,909 35,9 | 20,60/1,357 0,246 1,111 | 
ok ke eee mn | | »— 1,08 
5. 6. - », LUV Zuckungen In jo, ar 90 e711 @n1 NOK f 
odie S0\() ee 0.852 45.9 | 20,67] 1,351 0,252, 1,099 | 
A. 200 Zuckungen in {3.8 oe tan bets enn late 
67 | GroBe $00 Rakinion 1.367 2,3 |20,35]1,268 0,260 1,008 | 
(47) 19 E. aaa " | » +. 1,79 
2 ¢ . 200 Zuckungen in 3,8 — . . 
obese wee cain - 1'377| 87,8 | 20,19] 1,288. 0,262 " 
« b st | 
A. 100 Zuckungen in 3,2 . | | 
(50) | Q E. B. 100 Zuck . : | 2,23 
" » ‘ 4 ° ) 4 *K ge e 2 ¢ > 4 
18.6. | 2.6. + se ing "7 038] | 23:0 | 19,121 1,224 0,260 0,964 | 
. 4 5 
A. 130 Zuckungen i in | 3,4 nm len | “] 
69 1 Grobe} 130 Sck. in Sauerstoff } 1,224 £8,0 120,20 1,196 /0,258 | 0,943 
(52) | Q E. B 130 Zuck 34 | | — 6,36 
24.6. | 22.6. . 130 Zuckungen 1n ]9,¢ > Ion « 0 9R1 | 0 R85 
1040 Sek. in Sauerstoff] 1,199 16,5 | 20,30 se al 0,889 
| 
. | 
A. 200 Zuckungen in [3,0 as ee sis an ts _ 
70 {Kleine} 900 Sek. in Sauerstoff ]0,845 rn sed biscal baci 
(114) 1 6 E. B 900 Buble 418.0 | | + 12,47 
17.8. 1 8&8. a sucKungen In Jo, 8.3 19].9911.263 02 ( 
100 Min, in Sauerstoff [0,841] °88 |21,22 a ne 
A. 200 Zuckungen in ]3,1 . 
~ ‘ q J pat ne - ’ ie 0.0 2 99 mete 
(1 | GroBe] 200 Sek. in Saucrstoff | 1,267] °°? ae mel 02 oil bac 
(113) | 3 E. qe lS | | + 8,83 
15.8 8.8. >», 200 Zuckungen In fo, reo lore7lLTs RQ] 945 
200 Min. in Sauerstoff | 1,232 61,8 121,67) 1,608 /0,258 | 1,280 








G. Embden!) 
der Reversibilitat der 


angegeben ist 


und die sich ihm u. a. zum Nachweis 


Ammoniakbildung im Muskel bewahrt hatte: 


Im ,.Tempoversuch** werden beide Muskeln mit der gleichen Zahl 
von Einzelinduktionsschligen, aber in verschiedenem ‘Tempo 
sereizt. Dadurech werden irgend linger dauernde Reversions- 
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vorginge bei rascherem Reiztempo eingeschriinkt, es kommt unter 
diesen Bedingungen z. B. zu einem Liegenbleiben, d.h. zu einer 
Vermehrung von Ammoniak, wihrend umgekehrt natiirlich alle 
Vorgiinge, die in der Erschlaffungsphase oder nach der Kontraktion 
verlaufen, wie z. B. die Milchsiurebildung!), bei rascherem Reiz- 
tempo und gleicher Zuckungszahl sich weniger vollstiindig aus- 
wirken. 

Die Versuche der Tab. 7 sind nach diesem Prinzip des ,,'Tempo- 
versuches* angestellt und angeordnet nach der Linge der Pausen. 
Muskel A erhielt stets pro Sekunde einen Einzelinduktionsschlag, 
beim Muskel B wurde das Tempo in den einzelnen Versuchen ver- 
schieden gewahlt. Nur in den beiden letzten Versuchen 70 und 71 
ist die Léslichkeit der Proteine im langsamer gereizten Muskel 
erheblich besser, und da auch die vom B-Muskel geleistete Spannung 
die groBere ist, kann hier von einer wirklichen Reversion gesprochen 
werden. In den tbrigen 4 Versuchen besteht zwischen dem A- und 
3-Muskel kein Unterschied zugunsten von B, und die Abnahme 
im Versuch 69 ist sicherlich auf die sehr viel gréBere Spannungs- 
leistung des langsamer gereizten Muskels zuriickzufiihren. In den 
beiden Versuchen mit wirklicher Reversion (Versuch 70 und 71) 
erhielt der B-Muskel im Gegensatz zu den Versuchen 66—69 nur 
in sehr langsamem Tempo, mit Pausen von 30 oder 60 Sekunden, 
je einen Induktionsschlag. AuBerdem wurden diese Versuche in 
Sauerstoff angestellt. Nur unter diesen Bedingungen und bei [in- 
haltung ganz langer Pausen erfolet demnach im isolierten Muskel 
die Restitution der an der Loslichkeitsabnahme gemessenen Kol- 
loidzustandsinderungen, wihrend sie schon bei Pausen von 
8 Sekunden zwischen den einzelnen Zuckungen trotz Aufbewahrung 
des Muskels in Sauerstoff anscheinend nicht mehr méglich ist (vel. 
Versuch 69). 

Die GréBe der Spannung, unter der sich ein Muskel 
isoliert im Ruhezustand befindet und deren etwaiger Fort fall 
bei Entnahme des Muskels aus dem ganzen Tier — die Loslich- 
keitszunahme der Proteine des in Sauerstoff aufbewahrten iso- 
herten Ruhegastroenemius bedingen konnte (vgl. die Ergebnisse 
der Tab. 4), ist anscheinend ohne Bedeutung. Denn die in Tab. 8 
wiedergegebenen Versuchsergebnisse zeigen beziiglich der Protein- 
loslichkeit zwischen dem in Sauerstoff aufbewahrten und am 
Spannungshebel mit 40 





75 @ Spannung belasteten und dem 


1) G. Embden, Handb. d. norm. u. pathol. Physiol. 8, I, 404 (1925); 
K. Lehnartz, Diese Z. 197, 55 (1931). 
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Tabelle 8. 
EinfluB der Spannung auf die Proteinléslichkeit beim Aufenthalt 


von Ruhemuskeln in Sauerstoff. 
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keinen Unterschied. 

Auch der Erregungsvorgang allein fiihrt zu keiner bisher 
meBbaren Léslichkeitsverinderung der Muskelproteine. Die ersten 
beiden Versuche der Tab. 1, in denen die Léslichkeitsabnahme 
nach 200 Induktionsschligen 18,5°/, und nach 300 15,6°/, betrug, 
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Tabelle 9. 
EinfluB unterschwelliger Reizung auf die Proteinléslichkeit. 
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machten dies wahrscheinlich, und weitere Versuche mit unter- 
schwelliger Reizung isolierter Froschgastrocnemien (vgl. Tab. 9) 
bestatigten es. . 

In der Versuchsanordnung hielt ich mich im wesentlichen an die von 
H. Weiss!) gegebene Vorschrift, nur wurden in meinen Versuchen die Muskeln 
nicht in Ringerlésung, sondern in einer feuchten Kammer bei Zimmertempe- 
ratur von etwa 20° aufbewahrt. Die Reizschwelle des indirekt unterschwellig 
gereizten Muskels wurde zu Beginn des Versuches sowie nach | und 2 Stunden 
Reizung festgestellt. Die Reizung selbst erfolgte bei einem Rollenabstand, der 
jeweils um 0,5 cm iiber der Reizschwelle des Muskels lag. Reizungsdauer 
2 Stunden; Reiztempo = 60 Einzelinduktionsschlage in der Minute. 


1) Pfliigers Arch. 196, 393 (1922). 
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Im Versuch 78 wurden beide Muskeln in Sauerstoff, im Versuch 79 in 
Luft aufbewahrt. Ein Unterschied in der Proteinléslichkeit zwischen dem 
unterschwellig gereizten Muskel A und dem Ruhemuskel B findet sich nicht. 
Nach dem Ergebnis von Versuch 78 miBte demnach die Verbesserung der 
Proteinléslichkeit, die ein Ruhemuskel in Sauerstoff erfahrt (vgl. Tab. 4), 
trotz unterschwelliger Reizung erfolgen; Versuch 80 bestatigt dies. Demnach 
findet die von Weiss festgestellte Erregbarkeitsminderung eines unterschwellig 
gereizten Muskels nicht in einer Anderung der Proteinléslichkeit unter den 
hier angewandten Extraktionsbedingungen ihren Ausdruck. 


Die siimtlichen, auch die in den letzten Tabellen dieser Arbeit 
mitgeteilten Ergebnisse zeigen also, dab nur der Spannungs- 
leistung des Muskels entsprechende physiko-chemische Zustands- 


ainderungen seiner Proteine als Loéslichkeitsabnahme — bestimmt 
mittels der hier gewaihlten Methodik — in die Erscheinung treten. 


Weder die bei unterschwelliger Reizung bereits friiher durch ver- 
mehrte Phosphorsiiureausscheidung und beschleunigten Eintritt 
der Ialilihmung nachgewiesenen und mit Permeabilitiéitsande- 
rungen von Muskelfasergrenzschichten gedeuteten physiko-chemi- 
schen Vorgiinge!), noch der verschiedene Spannungszustand des 
Muskels wirken sich in einer verinderten Proteinléslichkeit aus, 

Diese Anderungen sind selbst im isolierten Muskel reversibel. 
Die Gesamtheit der hier mitgeteilten Versuche macht dies so gut 
wie sicher. Es kénnte noch eingewandt werden, daB die im Ver- 
eleich mit dem Ruhemuskel lebhafteren Oxydationsvorgiinge im 
Arbeitsmuskel auch die Léslichkeit solecher Proteine, die an der 
Spannungsleistung an sich unbeteiligt sind, im Sinne einer Léslich- 
keitsverbesserung stirker beeinflussen, so daB eine Restitution 
nur vorgetiuscht wiirde (vgl. hiertiber auch $. 112).  Jedoch ist 
diese Moéglichkeit, die in anderem Zusammenhang experimentell 
weiter verfolgt wird, auf Grund des bereits vorliegenden Materials, 
besonders auch der in Tab. 5 mitgeteilten Ergebnisse, sehr unwahr- 
scheinlich. 

Da die Reversion der mit der Spannungsleistung des Muskels 
verkniipften Kolloidinderungen nur in Sauerstoff-, nicht in Stick- 
stoffatmosphire nachweisbar ist, da sie nicht gleichzeitig mit der 
Erschlaffung des Muskels erfolgt, sondern merkliche Zeit erfordert, 
kénnen die hier nachgewiesenen Anderungen an den Proteinen 
nicht einfach identisch sein mit denjenigen physiko-chemischen 
Vorgiingen, die der Form- und Konsistenzverinderung, d. h. Ver- 
kiirzung und Verhiirtung des Muskels im Kontraktionsaugenblick 


1) H. Weiss, a. a. O. 











) in 
lem 
tht. 
der 

4), 
ach 
llig 


den 


elt 
or - 
ds- 
mt 
en. 
rer- 
ritt 
de- 
mi- 
cles 
us. 
bel. 
gut 
/er- 
im 
der 
ich- 
pion 
ist 
tell 
als, 
vhr- 


kels 
ick- 
der 
ert, 
nen 
hen 
Ver- 
hie k 








Kolloidzustandsaénderungen d. Muskelproteine bei d. Muskeltatigkeit. 198 
selbst zugrunde liegen; denn diese sind rasch, unmittelbar mit Auf- 
héren des Reizes und auch unter anaeroben Bedingungen reversibel. 
AuBerdem ist an den physikochemischen Anderungen eines im 
l\ontraktionszustand befindlichen Muskels wahrsecheinlich — ein 
créBerer Anteil von MuskeleiweiBk6rpern beteiligt als mittels der 
Loshehkeitsbestimmung selbst nach linger dauernder Reizung un- 
lssheh gefunden wird. In den in dieser Arbeit mitgeteilten Ver- 
suchen betrug z. B. die gréBte beobachtete Léslichkeitsabnahme 
nur etwas mehr als 3/, (Versuch 46, Tab. 5) des in dem verwandten 
Puffergemisch léslichen Kiweibes. Dieser Muskel war zwar keines- 
falls ermiidet. Aber selbst fiir die merklich ermiideten Muskeln 
der Versuche 52—54 der Tab. 5 errechnet sich fiir den Zeit punkt 
unmittelbar nach der Arbeitsperiode und vor Beginn der EKrholungs- 
periode unter Zugrundelegung des in den beiden Kontrollversuchen 
46 und 47 gefundenen mittleren Quotienten von 142 x 10® eine 
Loslichkeitsabnahme von héchstens 30°/5. Dabei ist allerdings zu 
heriicksichtigen, daB in meinen Versuchen nur die Abnahme der 
loshichen KiweiBfraktion bestimmt wurde; ein RiieckschluB auf 
das kolloidchemische Verhalten des Gesamteiweibes bei der Muskel- 
tiitigkeit aus dem des léslichen ist natiirlich nicht mdglich. 
Wenn daher diese Uberlegungen dagegen sprechen, daB die 
hier festgestellten Léslichkeitsinderungen der MuskeleiweiBkoérper 
mit den im Kontraktionsaugenblick selbst erfolgenden Kolloid- 
zustandsinderungen der Muskelproteine einfach identisch sind, so 
darf man andererseits aus den engen Beziehungen zwischen Loslich- 
keitsinderung und Spannungsleistung schlieBen, daB die hier nach- 
cewiesenen Kolloidzustandsiinderungen im  Kontraktionsaugen- 
blick selbst erfolgen. Dafiir spricht auch, daB sie hiufig — bisher 
noch nicht regelmifbig — selbst 1m nur einmalig tetanisierten 
Muskel auf der Hohe des Tetanus in geringem Umfang nach- 
welsbar werden. Von mehreren, an der Muskelkontraktion wahr- 
scheinlich beteiligten Proteinen betreffen die hier nachgewiesenen 
physikochemischen Zustandsinderungen  vielleicht nur einen 
LiweiBkorper, der aber zweifellos fiir die Muskeltiitigkeit bedeutsam 
ist, dessen Kolloidzustandsinderung wahrscheinlich eine der Ur- 
suchen der Muskelermiidung ist und der vielleicht im HKmbden- 
chen Sinne der Energieiibertragung dient. Uber seine etwaige 
Identitaét mit emem der friiher von anderer Seite!) untersuchten 





1) QO. v. Fiirth, Ergebn. d. Physiol. 17, 363 (1919); Handb. d. Biochem. 
v. Oppenheimer, 2. Aufl., 4, 297 (1925); H. H. Weber, Biochem. Z. 158, 443 
173 (1925); E. Wohlisch u. H. Schriever, Z. Biol. 83, 265 (1925). 
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Muskelproteine und wiber die an ihm bei der Muskeltatigkeit 
erfolgenden chemischen und physikochemischen Anderungen, die 
seine Loéslichkeitsabnahme unter den hier gewaéhlten Bedingungen 
verursachen, werden weitere Untersuchungen zu entscheiden haben. 


Zusammenfassung. 

1. Mit Hilfe eines geeignet zusammengesetzten Extraktions- 
mittels lassen sich Léslichkeitsinderungen von Muskelproteinen 
— als Ausdruck kolloidchemischer Vorginge — schon nach kurzer 
indirekter und keinesfalls erschépfender Reizung des _ isolierten 
Kaltblitermuskels bei isometrischer Versuchsanordnung nach- 
weisen. 

2. Die GréBe dieser Anderungen nimmt gesetzmaéBig zu mit 
der GréBe der Spannungsleistung, so da ein ursichlicher Zu- 
sammenhang dieser beiden Vorgange erschlossen wird. 

3. Die Léslichkeitsinderungen sind bei nachtréglichem Auf- 
enthalt des isolierten Arbeitsmuskels in Sauerstoff reversibel; in 
Stickstoff laBt sich eine solche Reversion nicht nachweisen. 

4. Auch beim isolierten Ruhemuskel fihrt der Aufenthalt 
in Sauerstoff —im Gegensatz zum Verhalten des Muskels in Stick- 
stoff — zu einer Zunahme der Proteinléslichkeit, die aber sehr viel 
geringer ist als bei einem Arbeitsmuskel und die, wie besondere 
Versuche (vgl. Tab. 5) zeigen, zur Erklarung der im Arbeitsmuske! 
beobachteten nachtraglichen Léslichkeitszanahme nicht ausreicht. 

5. In ,,T'empoversuchen wird nachgewiesen, daB die Rever- 
sion der beobachteten Kolloidzustandsainderungen nicht unmittelbar 
wihrend oder kurz nach der Erschlaffung des Muskels erfolgt, 
sondern daB die Reversion auch in Sauerstoff langere Zeit erfordert. 

6. Weder hochgradige Spannung, unter der sich ein isolierter 
Froschgastrocnemius befindet, noch seine unterschwellige Reizung 
fiihren zu einer meBbaren Léslichkeitsinderung seiner Proteine. 

7. Aus dem Ergebnis der siimtlichen Versuche wird geschlossen, 
dah die beobachteten Kolloidzustandsinderungen im Kontraktions- 
augenblick selbst erfolgen, ohne freilich mit der Gesamtheit der 
hierbei stattfindenden kolloidchemischen Vorgiinge einfach iden- 
tisch zu sein, und daf diese Anderungen wahrscheinlich eine 
wesentliche Ursache der Muskelermiidung sind. 
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Uber das Prodigiosin, 
den roten Farbstoff des Bacillus prodigiosus. 
II. Mitteilung. 
Von 


Fritz Wrede. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1932.) 


Vor einiger Zeit wurde iiber die Isolierung des roten Farb- 


stoffes aus den Kulturendes Bacillus prodigiosus berichtet.!) Das 
auBerordentlich intensiv gefiirbte Prodigiosin wurde in Form 
mehrerer sehr hiibsch krystallisierter Salze zur Analyse gebracht, 
auf Grund derer die Summenformel ©,,H,,N,O fiir das freie 
Prodigiosin als wahrscheinlich angenommmen wurde. Nachdem 


jetzt nach Verarbeitung groBber Mengen Bakterienkulturen — 1 qm 
Kulturfliiche (Agar) liefert bestenfalls 200 mg des Farbstoffes — 
etwas griBere Mengen des Prodigiosins zur Verfiigung standen, 
konnte eine genaue Nachpriifung der friiheren Analysen vor- 
genommen und danach auch an den chemischen Abbau_ heran- 
cetreten werden. 

Die Wiederholung der Analysen vom Perchlorat bestiitigte 
die friiher angenommene Formel ©,,H,,N,O- HCIO,. Auch der 
freie Farbstoff, der zwar nicht krystallisiert, aber in Form schéner 
metallglinzender, spréder Bliittchen gewonnen werden kann, gab bei 
der Analyse jetzt gut stimmende Werte fiir die Formel C,,H,.N,0. 
Die Wiederholung der Zeiselbestimmung ergab einen Wert, der 
genau fiir eine OCH,-Gruppe spricht. Es wurde jetzt auch der 
Beweis gefiihrt, daB es sich um eine Methoxyl-, nicht um eine 
Athoxyl-Gruppe handelt. — Methylimidbestimmungen gaben ein 
negatives Ergebnis. — Die Zerewitinoffbestimmung sprach 
ziemlich eindeutig fiir die Anwesenheit von 2 aktiven Wasserstoff- 
atomen im Prodigiosinmolekiil. 

Uber die recht schwierigen und langwierigen Versuche, aus 
dem Prodigiosin durch katalytische Reduktion und durch Oxy- 
dation Spaltprodukte zu gewinnen, die Riickschliisse auf seinen 
Molekilbau gestatten, soll in Kiirze berichtet werden.  Er- 


1) Wrede u. Hettche, Chem. Ber. 62, 2678 (1929). 
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wihnt werden mag hier schon, daB es sich zweifellos um ein 
Pyrrolderivat handelt: Ein Pyrrol yon der Formel C,,H,,N konnte 
in guter Ausbeute als Spaltprodukt des Prodigiosins isoliert 
werden. Das Prodigiosin zeigt in mancher Hinsicht Ahnlichkeit 
mit einem Dipyrrylmethen. Fiir ein solches spricht u. a. die 
Bildung eines sehr schén krystallisierten Zmkkomplexsalzes, das 
mit anderen, synthetisch dargestellten Zink-Dipyrrylmethenen viel 
Ahnlichkeit aufweist. 

Dieses Zinkkomplexsalz zeigt sich bei der Aufarbeitung der 
Kulturen, wie seinerzeit schon von meinen damaligen Mitarbeitern 
K. Bruch und O. Hettche beobachtet wurde: Bei der friiher 
beschriebenen Aufarbeitungsmethode wird der Bacillenrasen von 
dem Agarniihrboden abgeschabt, dann wird bei alkalischer Reak- 
tion das Prodigiosin mit Alkohol-Petroliither extrahiert. Die 
Petrolittherlésung gibt nach Einengen eine krystallinische Ab- 
scheidung, die sich aus Alkohol oder aus Petroliither leicht um- 
krystallisicren liBt. Sie zeigt bei der Analyse Werte, die fiir ein 
Zinksalz yon der Zusammensetzung (,,,H,,N,O),Zn sprechen. Das 
Zinksalz ist bei den verschiedenen Kulturen in wechselnder Menge 
zu beobachten; manchmal entspricht seine Menge der Hiilfte des 
ganzen iiberhaupt vorhandenen Farbstoffes, mitunter ist es aber 
auch viel weniger. Gute Prodigiosuskulturen erscheinen ziegel- 
rot, hauptsiichlich Zinksalz enthaltende dagegen weinrot. Das 
in der Verbindung vorhandene Zink mufi aus der Kulturfliissig- 
keit (Agar?) stammen. Es wird offenbar quantitativ von dem 
farbstoff gebunden. Zusatz von einer kleinen Menge von Zink- 


salzen zu dem Nithrboden, — z. B. von 0,1 g Zinksulfat zu 2 Liter 
Nihragar — bewirkt, daB sich das Zinkkomplexsalz fast aus- 


schlieBlich bildet; freier Farbstoff liBt sich dann kaum_ noch 
isolieren. Durch einen solchen Zusatz wird aber die Bildung des 
‘arbstofis hinsichtlich der Quantitiit nicht merklich beeinfluBt. Es 
wiitre natiirlich interessant, zu priifen, ob auf einem vollig zinkfreien 
Substrat das Wachstum der Bazillen und die Farbstoftbildung gestért 
ist. Es wird ja bekanntlich immer wieder von Bakteriologen behaup- 
tet, dal kleine Mengen Zink zum Wachstum gewisser Bakterien er- 
forderlich seien. Der hier beobachtete Fall, wo ein offenbar wich- 
tiges Produkt des Bakterienstofifwechsels eine solch innige Neigung 
zur Verbindung mit Zink zeigt, gibt vielleicht Gelegenheit zu aller- 
hand Betrachtungen! 

Das Zinkkomplexsalz liB®t sich im iibrigen auch leicht aus 
reinem Prodigiosin gewinnen: Man braucht dieses nur kurz mit 
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Zinkehlorid oder Zinkacetat in alkoholischer Lisung autzukochen. 
Her Versuch, andere Metalle zur Komplexbildung mit Prodigiosin 
zu veranlassen, fiihrte bisher noch zu keinem definierten und 
krystallisierten Produkt. — Das Zinkkomplexsalz bildet schén aus- 
vebildete braunrote Krystalle mit griinlichem Metallglanz; sie 
ljsen sich mit gelbroter Farbe in Alkohol, Ather und Petroliither, 
nicht in Wasser. Durch Zusatz von Salzsiiure oder Natronlauge 
zu der alkoholischen Lésung wird offenbar die komplexe Bindung 
kaum oder nur sehr unyollstiindig gelést, wie aus der Bestiindig- 
keit des Farbtons geschlossen werden kann. Die Zerlegung des 
Zinksalzes gelingt aber quantitativ durch Zugabe von Perchlorsiiure 
zu der heiBen alkoholisch-wiibrigen Loésung: Beim Abkiihlen fiillt 
das krystallisierte Perchlorat des Prodigiosins aus. Die spek- 
troskopische Untersuchung des Zinksalzes wurde liebenswiirdiger- 
weise von Herrn Geheimrat Prof. Dr. Hans Fischer-Miinchen 
ausgefiihrt, da mir ein gutes Spektroskop nicht zur Verfiigung 
stand. Er teilte mit: ,,.Das Prodigiosin-Zinksalz zeigt in Chloro- 
form, Alkohol und Ather scharfe Absorptionen in Blau jibnlich 
wie die Dipyrrylmethene. Am schiirtsten ist die spektroskopische 
Krscheinung in Ather, in dem man einen Doppelstreifen beobachtet: 
I 550,8—517,3 uu; Ul 504,4—490,8 wu; Knd-Abs. 400. 


Experimenteller Teil. 
Analyse vom Prodigiosinperchlorat. 


4,981 mg Subst.: 10,34 mg CO, + 2,775 mg H,O. — 5,477 mg Subst.: 
11,38 mg CO, + 3,06 mg H,O. — 3,420 mg Subst.: 0,293 cem N (19°, 755 mm). 


Ber. C 56,64 H 6,19 N 9,92 
Gef. ,», 56,62, 56,67 », 6,19, 6,25 ~~ BRS. 


Analyse vom freien Prodigiosin. 
4,762 mg Subst.: 12,95 mg CO, + 3,32 mg H,O. — 2,472 mg Subst.: 
0,280 eem N (23°, 752 mm). 
C,,H,;N,0 (323,2) Ber. C 74,26 H 7,80 N 13,00 
Gef. ,, 74,17 >» 1,80 » 12,938. 
Methoxyl-Bestimmung im Prodigiosin. 
4,713 mg freies Prodigiosin gaben 3,382 mg AgJ (nach Zeisel). Methyl- 
imid-Bestimmung negativ. 
Ber. fiir eine OCH,-Gruppe in C,,H,,N,0:9,59 OCH,; gef. 9,48. 
Zum Nachweis, daf es sich wirklich um eine Methoxyl-Gruppe 
handelt, wird das bei der Zersetzung im Zeisel-Apparat ge- 
hildete Produkt in Dimethylanilin eingeleitet. Es bildet sich das 
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krystallisierte Trimethylphenylammoniumjodid vom Schmelzp. 215°, 
das sich mit dem zum Vergleich dargestellten Additionsprodukt 
aus Dimethylanilin und Jodmethyl identisch erweist. Dimethy|- 
iithylphenylammoniumjodid schmilzt dagegen bekanntlich bei 136°. 


Zerewitinoff-Bestimmung im Prodigiosin. 

87,1 mg freies Prodigiosin (iiber P,O, im Vakuum getrocknet 
gaben 17,4 com CH, [16°, 707 mm (reduz.)]. — Dieser Wert ent- 
spricht 2,4 aktiven Wasserstoffatomen in einem Molekiil C,,H,.N,0. 
Bei Probebestimmungen mit anderen Substanzen wurde bei den 
gleichen Reagenzien auch ein etwas zu hoher Wert gefunden, so 
dab auf 2 aktive Wasserstoffatome geschlossen werden mubB. 


Zinkkomplexsalz des Prodigiosins. 

Das Zinksalz scheidet sich, wie oben erwihnt, bei der Aut- 
arbeitung der Kulturen aus der eingeengten Petrolitherlésung 
krystallinisch ab. Es kann aus heifem Alkohol umkrystallisiert 
werden. Zur Darstellung aus reinem Prodigiosin lést man etwa 
0,1 g desselben in etwa 20 ccm Alkohol, gibt ein wenig Zink- 
chlorid hinzu, kocht auf und filtriert heiB von eventuellen Ver- 
unreinigungen ab. Beim Stehen in der Kalte krystallisiert das 
Zinksalz in gliinzenden Krystallen aus. Es wird noch einmal aus 
Alkohol umkrystallisiert und im Vakuum bei 80° getrocknet. 

4,659 mg Subst.: 11,50 mg CO, + 2,80 mg H,O. — 4,558 mg Subst.: 
11,28 mg CO, + 2,77 mg H,O + 0,527 mg ZnO. — 7,595 mg Subst.: 0,865 mg 
ZnO. — 3,210 mg Subst.: 0,341 eem N (16°, 719 mm). 

-(CypHegNgO) Zn (710,1) 
Ber. C 67,62 H 6,82 N 11,84 Zn 9,20 
Gef. » 67,32, 67,50 5, 6,72, 6,80 » Bigoe 9 9,29, 9,15. 
Molekulargewichtsbestimmung (nach Fromm?). 

30,0 mg Zinksalz gaben-in 3,0 g Naphthalin gelést eine Schmelzpunkts- 
erniedrigung von 0,10°. Ber. Mol.-Gew. 710; gef. 690. 

Das Zinksalz bildet braune, griinlich glitzernde Krystalle, 
die bei 173° zusammenfallen, bei 176° (unk.) schmelzen. Es ist 
unléslich in Wasser, léslich in heiffem Alkohol, Ather, Petrol- 
‘ither und Chloroform. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich: 
fiir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit benétigt wurden. 


') Vgl. Hans Meyer, Lehrb. der org.-chem. Methodik I, 4. Aufl., 1922. 
S. 892. 
*) Z. ungew. Chemie 1926, S. 824. 
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Uber die chemische Natur des Heparins. 


I. Die quantitative Bestimmung des Heparins. 
Von 
Albert Fischer und Adolf Schmitz. 


(Mit 2 Figuren.) 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg-Stiftung, Kopenhagen.) 


- 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Juni 1932.) 


Heparin ist von Howell als Antigerinnungsstoff isoliert und 
seine Wirkung als die eines Antiprothrombins aufgefaBt worden. 
A. Fischer hat festgestellt, da Heparin das Wachstum von 
Gewebszellen hemmt.!) Ferner fand Fischer, daB Heparin im- 
stande ist, unter Komplexbindung mit Proteinen deren biologische 
Kigenschaften vollig zu verindern.”) Da allen diesen Krscheinungen 
dieselbe Ursache zugrunde zu legen scheint, haben wir Unter- 
suchungen tiber die chemische Natur dieses in minimalsten Mengen 
hochwirksamen Naturstoffes in Angriff genommen. 

Grundlage zur Reindarstellung eines physiologisch wirksamen 
Stoffes ist die Bestimmung und die Erkennung der GesetzmiBig- 
keit seiner Wirksamkeit. Deshalb befaBt sich unsere erste Mit- 
teilung mit der zahlenmaéfigen Erfassung der Wirksamkeit des 
Heparins sowohl auf geléste Proteine wie auf den Gerinnungs- 
vorgang und ferner mit den zahlenmifigen Beziehungen, die 
zwischen den beiden Vorgéingen bestehen. Mit der eindeutigen 
Festlegung und der exakten Messung des wirksamen Prinzips 
haben wir ein Werkzeug an der Hand, um mit Aussicht auf Erfolg 
die Anreicherung bis zur Gewinnung des reinen krystallisierten 
Stoffes durchzufiihren. 


1. Messung der Proteinwirkung von Heparin. 

Wie schon frither berichtet, kann als MaBstab fiir die Wirkung 
des Heparins auf Proteine einerseits die Ausflockung oder Mehr- 
ausflockung, die Heparin in Proteinlésungen hervorruft, ander- 
seits die Verschiebung des isoelektrischen Punktes der Proteine 
durch Heparin herangezogen werden.*) Unseren quantitativen 
Messungen liegt die Verschiebung des isoelektrischen Punktes von 
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Casein zugrunde. Wie A. Fischer friiher zeigte, wird die Flockung 
von Caseinlésung auf der alkalischen Seite des isoelektrischen 
Punktes durch Heparin vermindert. Als giinstiger Punkt fiir die 
Messung war pu 5,0 gefunden worden. Es handelte sich darum, 
die giinstigste Konzentration der Caseinlésung zu ermitteln, die es 
gestattet, absolut reproduzierbare Werte zu erhalten. Nach vielen 
Versuchen fiihren wir die Messung schlieSlich in folgender Weise aus: 


Zu 9 cem n/180-Essigsiure wird 0,1 ccm der zu messenden Lésung ge- 
geben. Nach Umschiitteln wird 1,0 cem einer Caseinlésung, die dureh Auf- 
lésen von 50 mg Casein (Hammarsten) in 100 ccm n/10-Natriumacetat her- 
gestellt ist, zugefiigt. Nach 10 Minuten kann die entstandene Triibung im 
Stufenphotometer von Zeiss unter Benutzung von Zangemeisterglasern und 
Vorschaltung der Blende 4 und das Filter 1, gemessen werden. Bedingung 
zur exakten Messung ist die Einhaltung bestimmter Triibungsgrenzen. Be- 
wegen sich die messenden Proben nicht innerhalb der relativen Triibung 40 bis 
300, so sind sie zweckentsprechend zu verdiinnen. 


Mit Hilfe dieser Methode haben wir nun die Beziehung zwischen 
der Heparinkonzentration und der Triibungsveranderung des 
Caseins studiert, indem verschiedene Konzentrationen beliebiger 
Heparinpriparate gemessen wurden. Das Resultat ist in Tab. | 
und 2 mit den dazugehérigen Figg. 1 und 2 wiedergegeben. 


Tabelle 1 und 2. 


























Cc J Cc J 
mg-°/, rel, Triibung log J mg-°/5 rel. Triibung log J 
2 303 2,48 2 362 2,56 
4 254 2,40 4 299 2,48 
6 189 2,28 6 238 2,37 
8 169 2,23 s 188 2,27 
10 131 2,12 10 129 2,11 
12 107 2,03 12 100 2,00 
14 94 1,97 14 77 1,88 
16 78 1,89 16 60 dé 
18 63 1,80 18 49 1,69 
20 36 1,55 


Danach wird die Beziehung zwischen Heparinkonzentration 

und Triibung der Caseinlésung durch die einfache Gleichung: 
log J, — log J, = ky (cy — Cg) 

wiedergegeben, in der J, und J, die gemessenen Triibungswerte 
bei den Heparinkonzentrationen c, bzw. c, bedeuten und k, den 
Winkel angibt, den die Gerade mit der Abszisse bildet. 

k, ist auBer von den Versuchsbedingungen von der Reinheit 
des untersuchten Priparates abhangig, so da8 bei gleichen Be- 
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1g dingungen k, ein Ausdruck fiir den ,,Tribungswert’ und den 
n teinheitsgrad des Praparates ist. 

le Wir haben, um bei unseren Messungen ein bequemes Ver- 
A, gleichsmaB zu besitzen, eine Einheit zugrunde gelegt, indem wir 
28 in der obigen Gleichung einen bestimmten Wert von c¢, — ¢, 
” (nimlich 25 mg-°/,) = 1 setzen. 

ss An einem Beispiel sei das kurz erlautert: Von dem zu unter- 
» 4 suchenden Priparat stellen wir 2 Loésungen her, von denen die eine 
f- 50 mg-°/, und die andere 25 mg-°/, des Stoffes enthalt. Zur Trii- 
- bungsmessung benutzen wir Jjeweils 0,1 ccm dieser Lésungen. 
mM 

id J$§— OO ooo oo oo 

ig 





























Fig.1. Praparat 137. I. log./, II. log Z. Fig. 2. Praparat 15. I. logJ, II. log Z. 


Die Differenz dieser Konzentration, die sich als besonders zweck- 
maBig herausgestellt hat, bezeichnen wir als 1. Erhalten wir 
nun auf Zusatz unserer Loésung zu unserer Caseinlésung eine Trii- 
bung von 40, auf Zusatz der Lésung 2 die Triibung 120, so ist 
log 120 — log 40 =k,, demnach k, = 0,47. 

Das untersuchte Praparat hat also den Triibungswert 0,47. 


2. Messung der Wirkung von Heparin auf die Blutgerinnung. 

Die Blutgerinnungszeit kann reihenméBig gemessen werden 
mit der von A. Fischer konstruierten Vorrichtung.*) Wir gehen 
bei unseren Versuchen in folgender Weise vor: Durch Zugabe von 
Gewebesaft wird reines Hihnerplasma so eingestellt, daB seine 
Gerinnungszeit bei 40° etwa 1—2 Minuten ist, was verhaltnismaBig 
leicht durch systematische Proben zu erreichen ist. Dieses Plasma 
benutzen wir als Standardmaterial. 
Q* 
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Zur Untersuchung einer Heparinlésung geben wir einen Tropfen 
hiervon in ein Gerinnungsroéhrchen, dazu einen Tropfen des in 
richtiger Verdiinnung hergestellten Gewebesaftes und 5 Tropfen 
Plasma, das vorher bei 0° aufbewahrt war. Nach kurzem Mischen 
wird das Réhrchen mitsamt den Kontroliversuchen in ein Wasser- 
bad von 40° gebracht und die Gerinnungszeit einfach mit der 
Stoppuhr bestimmt. 

Nun haben wir ebenso wie bei der Messung der Wirkung von 
Heparin auf die Proteinfallung die Beziehung studiert, die zwischen 
Gerinnungszeit und Heparinkonzentration besteht. Die Ergebnisse 
zeigen Tab. 83 und 4 und Fig. 1 und 2. 


Tabelle 8 und 4. 


























C Z Sek. Ge- log Z - Z Sek. Ge- log C 

mg-"/» rinnungszeit mg-"/» rinnungszeit 
2 105 2,02 2 100 2,00 
4 150 2,17 4 240 2,38 
6 210 2,32 6 337 2,52 
8 330 2,52 8 585 2,77 
10 335 2,53 10 630 2,79 
12 440 2,64 12 1200 3,07 
14 720 2,86 14 2100 3,32 
16 1035 3,01 


Die Beziehung zwischen Gerinnungszeit und Heparinkonzen- 

tration wird durch die Formel ausgedriickt: 

log Z, — log Z, = ky (ey — ¢2), 
in der Z, baw. Z, die Gerinnungszeiten sind, die bei der Konzen- 
tration c, bzw. c, gefunden wurden, wihrend kz den Winkel der 
Geraden mit der Abszisse angibt. Fiir k, gilt das gleiche wie fiir /:,. 
k, gibt bei gleichen Versuchsbedingungen direkt den ,,Gerinnungs- 
wert‘’ des Priiparates. Auch hier setzen wir den gleichen Wert fiir 
C; — Cy, niimlich 50 mg-°/) — 25 mg-°/5, willkiirlich gleich 1. 

Kin Priaparat also, von dem ein Tropfen einer 50 mg-°/jigen 
Loésung die Gerinnungszeit 630 Sekunden, ein Tropfen einer 
25 mg-°/,igen Loésung die Gerinnungszeit 250 Sekunden bewirkt, 
hat den Gerinnungswert log 650 — log 250 = 0,42. 


3. Die Beziehung der Wirkung des Heparins auf die Proteinfallung 
und der Wirkung auf die Blutgerinnungszeit. 

Es kénnte die Frage aufgeworfen werden, ob die absolut 

unspezifische Wirkung des Heparins auf die Fallung von Proteinen, 

die es mit eer Unzahl von Stoffen der verschiedensten Konstitu- 























Uber die chemische Natur des Heparins. 133 


tion, von physiologischen Stoffen vor allen Dingen mit den Nuclein- 
-iiuren gemeinsam hat, tberhaupt in einem Zusammenhang mit 
der Wirkung auf die Blutgerinnung steht, oder ob die beiden bei 
oberflachlicher Betrachtung so verschieden erscheinenden Wir- 
kungen auf die Mischung zweier verschiedener Stoffe zuriick- 
zufiuhren sind, da das bisher dargestellte Heparin nicht als ein 
cinheitlicher Kérper angesehen werden kann. 

Da wir nunmehr exakte Messungen iiber den ,,Triibungswert** 
wie iber den ,,Gerinnungswert* eines Priiparates ausfiihren kénnen, 
ist es uns moglich, diese Frage, wenn auch nicht mit absoluter 
Sicherheit, so doch mit allergréBter Wahrscheinlichkeit zu ent- 
scheiden, ehe wir das reine Heparin in Hiinden haben. Mit der 
Annaherung an die chemische Reinheit des Heparins muB sowohl 
der Wert k, wie der Wert fiir k, steigen. Sind beide auf den gleichen 
Stoff zuriickzufiihren, so miissen beide in gleichem Verhaltnis 
steigen und der Wert k,:k, bleibt konstant. 

In den Figg. 1 und 2 sind die Triibungs- und Gerinnungs- 
kurven zweier verschiedener ,,angereicherter’’ Heparinpriparate 
dargestellt. Priparat 15 ist von uns dargestellt worden, Praiparat 137 
iiber dessen Darstellung wir nichts wissen, ist uns liebenswiirdiger- 
weise von Herrn Dr. Putter von Schering-Kahlbaum A.-G. zur 
Prifung wberlassen worden. Obwohl beide Priiparate also in der 
Herstellungsweise und demnach auch in ihrem Wirkungsgrad 
absolut verschieden sind, ist der Wert fiir k,:k, bei beiden gleich, 
a3 und fiir 137: os as OG), 

Wir ziehen daraus den SchluB, daB k, und k, ein und dem- 
selben Stoff zu eigen sind. Wenn wir demniichst uber die Ver- 
suche zur Reindarstellung des Heparins berichten, wird sich Ge- 
legenheit geben, diese Tatsache immer wieder festzustellen. 





namlich fir 15: 


Zusammenfassung. 

In der ersten Mitteilung zur chemischen Natur des Heparins 
wird wber die Methoden zur exakten Messung der Wirksamkeit 
des Heparins sowohl auf die Proteinfillung wie auf die Blut- 
gerinnung berichtet. Sie bilden die Grundlage, um die Anreicherung 
des wirksamen Prinzips des Heparins bis zu seiner Reindarstellung 
zu verfolgen. 


Literaturverzeichnis. 
1. A. Fischer, Virchows Arch. 94, 279 (1932). — 2. A. Fischer, 
Biochem. Z. 244, 464 (1932). — 3. A. Fischer, Biochem. Z. 240, 364 


(1931). — 4. A. Fischer, Pfliigers Arch. 225, 737 (1930). 
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Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XXIX, Mitteilung, 


Uber die fermentative Aufspaltung der Eiternucleinsaure 
mit Nucleoditase aus Darmschleimhaut und iiber ein neues Kohlehydrat 
aus der tierischen Nucleinsaure. 


Von 
Franz Bielschowsky. 


(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1932.) 


Die Chemie der Nucleinsiuren beginnt mit den Untersuchungen 
von F, Miescher, die in den Jahren 1868—69 im Hoppe-Seyler- 
schen Laboratorium durchgefiihrt wurden. Er arbeitete mit Eiter, 
der durch Auswaschen von Verbiinden gewonnen wurde und er 
trennte durch Fiallung mit gesittigter Glaubersalzlésung die Zellen 
vom Serum ab. Miescher versuchte zuerst, die Kerne selbst zu 
isolieren und benutzte hierzu die Behandlung mit ganz verdiinnter 
Salzsiiure. Diese Methode ergab sehr schlechte Resultate. Schon 
die mikroskopische Untersuchung zeigte, daB Protoplasmareste dem 
Zellkern anhafteten. Nach wochenlanger Vorbehandlung der Zellen 
mit Salzsiiure, wurde der Riickstand ausgiebig mit Ather und 
Wasser geschiittelt, wobei sich die Masse der Zellen in der Grenz- 
schicht ansammelte. Am Boden der wiBrigen Lésung schied sich 
allmiihlich ein Niederschlag ab, der aus vollkommen reinen Kernen 
mit glatten Konturen bestand. Die Ausbeute war aber so gering. 
daB das Material zu einer eingehenden Untersuchung nicht aus- 
reichte. 

Miescher benutzte daher Pepsin—Salzsiiure, um ein eiweib- 
freies Priiparat aus den Leukocyten zu gewinnen. Zur Entfernung 
des Fettes wurde das Material mit Alkohol extrahiert und daraut 
fiir 24 Stunden der Wirkung der Pepsin—Salzsiiure ausgesetzt. 
Hierbei entstand ein Bodensatz, der aus reinen Zellkernen bestand. 
Das Material wurde noch mit Ather geschiittelt, um letzte Spuren 
Fett zu entfernen. An diesem Priiparat, das Miescher Nuclein 
nannte, stellte er fest, daB die Kernsubstanz Stickstoff, Schwefel, 
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daneben sehr reichlich Phosphor enthielt und er erkannte, daB 
sein sogenanntes Nuclein mit den bis dahin bekannten phosphor- 
haltigen organischen Verbindungen der lebenden Substanz nicht 
identisch sein konnte. 

Bei dem Nuclein Mieschers handelt es sich um einen Komplex, 
in dem EiweiB an die Nucleinsiure gebunden ist. Dieser Kérper 
ist fiir die Phosphatase aus der Darmschleimhaut unangreifbar 
‘s. exper. Teil). Wir muBSten daher die freie Nucleinsiiure bzw. 
das Natriumsalz derselben darstellen, um eine fermentative Hydro- 
lyse durchfiihren zu kénnen. Wir arbeiteten den Kiter nach der von 
Feulgen fiir die Thymusnucleinsiiure angegebenen Methodik auf. 
Die fermentative Hydrolyse wurde unter den gleichen Bedingungen, 
wie sie in der 27. Mitteilung beschrieben ist, aufgearbeitet. 

Es gelang uns, vier Nucleoside und zwar Guanosin, Inosin, 
Thymosin und Cytidinpikrat zu isolieren. Auf Grund der Analysen 
und des Mischschmelzpunktes mit den entsprechenden Nucleosiden 
der Thymusnucleinsiure konnten wir zeigen, daB es sich um Des- 
oxyriboside handelt. Damit ist der Nachweis erbracht, daB die 
‘hymusnucleinsaure keine organspezifische Verbindung ist, sondern 
daB der gleiche Komplex auch in anderen tierischen Zellen vor- 
kommt. Wir vermuten, daB alle Zellkerne des tierischen Orga- 
nismus den gleichen Aufbau zeigen und sich nur durch das mit 
der Nucleinsiure verkniipfte Eiwei8 unterscheiden. Der einzige 
Befund, der dieser Auffassung vorliufig widerspricht, ist am Pan- 
kreas gewonnen worden. Es bedarf aber noch unseres Erachtens 
des Nachweises, daB die aus Pankreas isolierten Mononucleotide 
vom Hefetypus sich in fester Bindung mit der Kernsubstanz be- 
finden und nicht, wie z. B. Muskeladenylsiure, frei im Gewebe 
vorkommen. 

Eine weitere Ubereinstimmung zwischen Thymus- und Kiter- 
nucleinsiure ergab sich bei der Aufarbeitung des Blei~Ammoniak- 
Niederschlages, der der Pyrimidin-Fraktion Levenes entspricht. 
Wir fanden auch bei der Eiternucleinsiiure die in der 27. Mit- 
teilung erwahnte stickstofffreie, reduzierende Substanz. Ks ist 
uns inzwischen gelungen, etwa 100 mg von dieser Verbindung aus 
der fermentativen Hydrolyse der Thymusnucleinsiure zu isolieren. 
Die Substanz unterscheidet sich in jeder Hinsicht von der Thy- 
minose. Die bei der Verbrennung erhaltenen Werte kénnten mit 
den fiir eine Pentose oder Hexose berechneten Werten iiber- 
einstimmen. Wir kénnen vorliufig noch nicht sagen, ob es sich 
um ein bei der Aufarbeitung entstandenes Derivat der Thyminose 
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handelt oder ob dieser Zucker in der tierischen Nucleinsiiure 
priiformiert ist und mit der Thyminose nicht zusammenhiingt. 


Experimenteller Teil. 

Die Darstellung der Eiternucleinsiiure: Zur Verarbeitung ge- 
langten etwa 30 Liter nicht zersetzten Empyemeiters, der nach 
der von Feulgen angegebenen Methodik zur Gewinnung von 
Thymusnucleinsiiure behandelt wurde. Wir stellten durch Vor- 
versuche fest, da das auf diese Weise erhaltene Priparat sich 
verfiirbte, obwohl es im Exsiccator unter LuftabschluB aufgehoben 
wurde. Wir benutzten daher das nach der Behandlung mit 
33°/,iger Natronlauge durch Alkoholfillung erhaltene Rohprodukt 


zum Sammeln. Bei der Aufarbeitung wurde 1 Liter des sehr 


dicken, rahmigen Eiters gleich einem Kilogramm Thymusnuclein- 
siure gesetzt. Nachdem wir im Laufe eines Jahres etwa 180 ¢ 
dieses Rohproduktes gewonnen hatten, wurde das gesamte Material 
mit Pankreatin verdaut. Der gréfte Teil der Substanz verfliissigte 
sich, jedoch gelang es nicht, nach der beendeten Hydrolyse die 
triibe Lisung zu filtrieren. Sie wurde daher zentrifugiert (6000 Tou- 
ren, 15 Minuten lang) und die iiberstehende Lésung solange mit 
Alkohol versetzt, bis kein weiterer Niederschlag mehr erfolgte. 
Das so erhaltene Produkt wurde nach der Vorschrift von F eul- 
gen noch einmal in Natronlauge gelést und unter Zusatz von 
Natriumacetat mit Alkohol gefillt. Ausbeute 52 g. Wihrend 
das nach der Hydrolyse mit Natronlauge erhaltene Rohprodukt 
ebenso wie das entsprechende Material aus Thymus fiir das aus 
Darmschleimhaut gewonnene Ferment unangreifbar sind, wurde 
das mit der oben mitgeteilten Methode gewonnene Produkt aus 
Kiter zu etwa 50°/, innerhalb 8 Stunden gespalten. Wie aus 
diesen von Klein durchgefiihrten Ferment-Untersuchungen hervor- 
geht, hindert anscheinend die Verkniipfung der Phosphorsiiure mit 
EKiweiB die Fermentwirkung. Unser Priiparat gab noch eine relatiy 
starke Biuretprobe, d. h. es enthielt noch Eiweib. Hierauf méchten 
wir das schlechte Ergebnis der fermentativen Spaltung beziehen. 

Die fermentative Hydrolyse: Nach der Einwirkung des Fer- 
mentes wurde die Liésung ebenso wie in der 27. Mitteilung be- 
schrieben, mit Eisessig auf p,, 4,7 gebracht, vom Eiweif abfiltriert 
und mit Ammoniak neutralisiert. Nach Eimengen auf 800 ccm 
wurde mit Magnesiumacetat gefiillt und 9,8 g Ammonium—Magne- 
sium-Phosphat erhalten. Das Filtrat vom Ammonium—Magnesiuin- 
Phosphat wurde auf ein kleines Volumen gebracht, aber auch 
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hei starkem Abkiihlen gallertisierte die Lisung kaum. Es wurde 
daher gleich mit Pb-NH, gefillt. Aus dem Filtrat der Blei- 
Ammoniakfaillung wurden die vier Nucleoside isoliert. Dieses 
Kndtiltrat wurde mit Hilfe von Baryt, nach Entfernung des Blei- 
sulfides, vom Ammoniak befreit, das Barium mit Hilfe von Schwetel- 
siure entfernt und die schwach kongosaure Liésung ausgeiithert. 
Der Uberschu8 von Schwefelsiiture wurde mit Baryt entfernt und 
das Filtrat vom Bariumsulfat bis zu einem halbfesten Sirup ein- 
ceengt. Dieser Riickstand wurde mit Alkohol verrieben, bis ein 
weiBes Pulver erhalten wurde, und die alkoholische Lésung mit 
dem doppelten Volumen Ather gefillt. Das Filtrat der Ather- 
(illung wurde weitgehend eingeengt, wobei 0,5 ¢ einer Substanz 
ausfiel, die eine starke Orcinreaktion gab. Nach Umkrystallisieren 
aus Wasser sinterte die Substanz scharf bei 202°. 

2,385 mg Subst.: 4,175 mg CO,, 1,095 mg H,O. — 2,410 mg Subst.: 
0,467 eem N (20°, 761 mm). 

CioHy.N, 0, Ber. C 47,59 H 4,80 N 22,22 
Gef. ,, 47,74 ,, 5,14 ,, 22,61. 

Es handelt sich um Inosin (Hypoxanthin-Desoxyribosid). Das 
Filtrat des Inosin wurde im Exsiccator langsam eingeengt und 
erstarrte zu einem Krystallbrei. Dieser wurde mit Hilfe von 
absolutem Alkohol von einem anhaftenden gelben O1 befreit und 
die so erhaltene schneeweiBe Substanz mehrfach aus absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Die Substanz schmilzt bei 185°. 

4,739 mg Subst.: 8,525 mg CO,, 2,420 mg H,O. — 8,426 mg Subst.: 
0,352 cem N (24°, 763 mm). 

C,,H,,N205 Ber. C 49,59 H5,80 N 11,56 
Gef. ,, 49,06 » 5,71 » 11,86. 

Ausbeute 0,4 g Thymosin. Das alkoholische Filtrat des Thy- 
mosin wurde mit Pikrinsiiure versetzt, nach Reiben mit dem Glas- 
stab krystallisierten 0,8 g eines Pikrates aus. Nach Umkrystalli- 
sieren aus Wasser und 96°/,igem Alkohol sinterte die Substanz 
unter Braunfirbung bei 190°, ohne zu schmelzen. 


4,960 mg Subst.: 7,180 mg CO,, 1,580 mg H,O. — 2,940 mg Subst.: 
0,463 cem N (23,5°, 763 mm). 
C,,H,.N,O1 Ber. C 39,46 H3,53 WN 18,42 
Gef. ,, 39,48 ,, 3,56 ,, 18,20. 


Diese Substanz ist also Cytidinpikrat. Der mit Alkohol ge- 
hiirtete Riickstand des Endfiltrates wurde mit heiBem, absoluten 
Alkohol extrahiert bis die Orcinreaktion negativ wurde. Die 
alkoholische Lisung wurde mit gleichen Teilen Ather gefiillt, yom 
Niederschlag abfiltriert und das Filtrat (etwa 2 Liter) i. V. bei 40° 








138 Franz Bielschowsky, Nucleinstoffwechsel. 


e 


eingeengt. Es fiel zuniichst eine Substanz aus, die sich sehr 
schlecht in Wasser liste. Es wurde vom schwerlislichen Anteil 
abfiltriert und die wiibrige Lisung zur Trockne gebracht. Der 
Riickstand wurde aus sehr wenig Wasser umkrystallisiert, und 
nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank krystallisierten 30 mg 
einer Substanz aus, die eine starke Orcinreaktion gab. Die Sub- 
stanz sinterte bei 202°, ohne zu schmelzen. Die Analyse ergab, 
daB es sich um Inosin handelte. 

2,258 mg Subst.: 3,950 mg CO,, 1,005 mg H,O. — 2,248 mg Subst.: 
0,429 ecm N (20°, 761 mm). 

C, HN, 0s Ber. C 47,59 H4,80 N 22,22 
Gef. ,, 47,71 » 498 4, 22,26, 

Aus dem Filtrat des ersten Niederschlages krystallisierten 
beim Stehen im Exsiccator noch etwa 200 mg einer Substanz in 
groben Platten aus. Nach mehrfachem Umkrystallisieren aus 
Wasser krystallisierte der Kérper in groBen Nadeln. Die Substanz 
sinterte bei 200°, ohne zu schmelzen. Die Analysenwerte zeigen, 
daB der Kérper Guanosin ist. 

4,751 mg Subst.: 7,590 mg CO,, 2,180 mg H,Q. 

C,HisN5 0, Ber. C 44,92 H 4,90 Gef. C 44,59 H 5,13. 

In dem Blei-Ammoniak-Niederschlag war die gleiche stick- 
stofifreie reduzierende Substanz erhalten, wie in dem entsprechende1 
Blei-Ammoniak-Niederschlag aus der fermentativen Hydrolyse der 
Thymusnucleinsiiure. Die Ausbeute war so minimal, daB eine 
Reindarstellung aus Eiternucleinsiiure miflang. Die entsprechende 
Substanz aus Thymusnucleinsiiure verfiirbt sich bei 150°, sintert 
mehr und mehr zusammen und schmilzt bei 204° unter Zersetzung. 

5,199 mg Subst.: 7,635 mg CO,, 3,200 mg H,O. 

C,H, 0, Ber. C 39,98  H 6,71 


C.H,,05 yy 89,89, 6,87 
Gef. ,, 40,05 ,, 6,87. 


Auf Grund der Analyse laBt sich nicht entscheiden, ob eine 
Hexose oder eine Pentose vorliegt. Die Substanz gibt eine starke 
Orcinreaktion; der Farbstoff liBt sich mit Amylalkohol ausschiitteln. 
Im Gegensatz zur Thyminose fillt die Diphenylamin-Reaktiou 
nach Dische und ebenso die Kilianische Reaktion negativ 
aus. Ebenso ist die Reaktion mit Fuchsin—schwefliger Siure uni 
die Probe nach Angeli-Rimini negativ. Es scheint somit kein 
echter Aldehyd und sicherlich keine Desoxypentose vorzuliegen. 
Wihrend sich Thyminose in Alkohol sehr leicht lést, ist der aus 
der Blei-Ammoniakfillung isolierte Zucker in Alkohol ode: 
Alkohol—Ather-Gemischen unlislich. 
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Synthese eines Koprobilirubins und Vorarbeiten 
zur Bilirubinsynthese.’) 
Von 


Hans Fischer und Erich Adler. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. Juni 1932.) 


Durch unsere bisherigen Arbeiten sind Farbstoffe vom Typ 
des Bilrubins bzw. Mesobilirubins durch Bromierung der Oxy- 
pyrromethene leicht zugiinglich. Die Synthesen von zwei isomeren 
Mesobilirubinen und des Atio-mesobilirubins sowie einer Reihe 
bilirubinoider Farbstoffe sind durchgefiihrt; von besonderem 
Interesse erschien ein ,,Kopro-bilirubin“, wie iiberhaupt die Syn- 
these der den natiirlichen Porphyrinen analog gebauten bilirubi- 
noiden Farbstoffe von Wichtigkeit ist, weil angesichts der auBer- 
ordentlichen Verbreitung der Gallenfarbstoffe, die teilweise nur in 
ceringer Ausbeute zuginglich und noch recht schlecht untersucht 
sind, die Kenntnis der Eigenschaften solcher Bilirubinoide das 
etwaige Auffinden in der Natur erheblich erleichtert baw. ermdég- 
licht. Auch ist bis jetzt noch kein Biliverdin, das durch Oxydation 
des Bilirubins sich leicht bildet, in krystallisiertem Zustand be- 
kannt, und es lag deshalb nahe, zur Lésung der Konstitutions- 
frage des Biliverdins die bilirubinoiden Farbstoffe heranzuziehen. 
Die Aussichten, hier ein krystallisiertes Biliverdin zu erhalten, 
sind durchaus giinstig. 

Fiir Koprobilirubin sollte als Ausgangsmaterial das 4,3’,5’- 
Trimethyl-3, 4’-dipropionséure-5-oxy-pyrromethen dienen, das aus 





CH,-COOH 
| 
H,C——(CH, TL -CH,-COOH 
HOW 7 CH a" an YH, 
N NH 


I 
(em zugehérigen Bromkérper nach den bisher beschriebenen 
Methoden zuginglich sein muBte. Das Ausgangsmaterial, das 
4,3’,5’-Trimethyl-3, 4’-dipropionsiure- 5 - brom- pyrromethen - brom- 


1) VIII. Mittlg. iiber synthetische Versuche iiber die Konstitution des 
Gallenfarbstoffs. VII. Mittlg. vgl. Diese Z. 206, 187 (1932). 
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erhiltlich.1) Die Umsetzung mit Silber- oder Kaliumacetat verlief 
hier jedoch komplizierter als bei der Synthese der Xanthobilirubin- 
siiure; sie blieb nicht bei der Stufe des Oxymethens, vielmehr ent- 
stand als Nebenprodukt in allerdings noch geringer Ausbeute 
Koprobilirubin folgender Formulierung: 











CH,:COOH CH,:COOH CH,-COOH CH,:COOH 
| | 
H,C ( 'H, H,C,-——__CH, Tp H,C CH: 
. ‘ ' | 
HOW VL CH Sur CH, cme. canine —, OH 
N NH NH N 
Il 


das gut krystallisiert und in allen Eigenschaften dem Mesobilirubin 
sehr dhnlich ist, so erfullt es z. B. die Gmelinsche Reaktion. 

Der Hauptmenge nach entstand bei der Umsetzung des Brom- 
methens das Oxymethen (I), das von dem Koprobilirubin (11) 
durch fraktionierte Krystallisation aus Eisessig abzutrennen ist, und 
endlich ein in der Endfraktion mit dem Oxymethen zusammen 
krystallisierender griiner Kérper (I11), der die Gmelinsche Reaktion 
deutlich zeigt. K6érper II und III lassen sich mit Amalgam zu 
einer Leukoverbindung reduzieren, welche die Ehrlichsche 
Aldehydprobe intensiv erfiillt und ferner nach kurzem Stehen im 
Licht eine positive Urobilinreaktion mit Zinkacetat zeigt. Also 
treten auch hier wieder alle Eigenschaften, die zur Charakterisie- 
rung des Gallenfarbstoffs verwendet werden, an diesen K6rpern auf. 

Das etwaige Vorkommen eines solchen Koprobilirubins steht durchaus 
im Bereich der Méglichkeit, insbesondere beim pathologischen Objekt, z. B. 
der Porphyrie, bei der eine nahere Analyse der Gallenfarbstoffe unseres Wissens 
iiberhaupt noch nicht durchgefiihrt ist, wobei sich die Untersuchung 
auf Galle und insbesondere Kot erstrecken miiBte; bei letzterem miiBte dic 
Stercobilinogenfraktion besonders eingehend untersucht werden. 

Die dunkelgriine Eisessigldsung von Korper III schlagt beim 
Schiitteln mit Zinkstaub nach Gelb um und die gelbe Lésung gibt 
weiterhin positive Gmelinsche Reaktion; in dem griinen Korper II 
liegt also offenbar ein Dehydrierungsprodukt des Koprobilirubins, 
ein ,,Xkoprobiliverdin‘’ vor, das leider aber nur in so minimaler 
Ausbeute entsteht, daB eine nihere Untersuchung bis jetzt nicht 
moglich war. Nahe lag es, das Verdin kiinstlich aus Koprobilirubin 
zu erzeugen. Koprobilirubin ist jedoch ebenso wie Mesobilirubin 
gegen den Einflu8 milder Oxydationsmittel bedeutend widerstands- 


1) H. Fischer u. Andersag, A. 450, 216 (1926). — H. Fischer u. 
Fréwis, Diese Z. 195, 56 (1931). 
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fihiger als Bilrubin und bis jetzt konnten die Bedingungen fir 
eine ergiebige ,,Verdin’-Bildung noch nicht ermittelt werden. 

2-stiindiges Erhitzen in konz. Ameisensiure unter RiickfluB gibt einen 
Korper, der als Ester in griinen Nadeln mit blauem Oberflaichenglanz kry- 
stallisiert. Schmelzpunkt des Chlorhydrats unscharf zwischen 239—240°. 
(;melinsche Reaktion positiv, Fluorescenz-Reaktion mit Zinkacetat positiv. 
Die nahere Untersuchung steht noch aus. 

Koprobilirubin!) gibt ein schén krystallisiertes Tetramethyl- 
ester-dichlorhydrat, das Oxymethen einen Dimethylester, der mit 
dem frither?) gewonnenen identisch ist. 

Auf welche Weise bei der Acetatreaktion die Bildung der 
hilirubinoiden Farbstoffe erfolgt, insbesondere die Absprengung 
eines Kohlenstoffatoms, ist unklar; sie geht vor sich sowohl bei 
der Umsetzung des Brommethens mit Kalium- als auch mit Silber- 
acetat, die Analyse und weitere Umsetzungen lassen keinen Zweifel, 
da auch hier die Eliminierung eines C-Atoms stattgefunden hat. 
Kine nahehegende Erklirungsméglichkeit wire die, in dem zur 
Verwendung gelangenden gebromten Methen Perbrom anzunehmen, 
nachdem die meisten Brompyrromethene leicht Perbrom auf- 
nehmen. (Die Analyse des als Ausgangsmaterial dienenden Pyrro- 
methens ergab einen 2°/, iiber der Theorie legenden Bromwert. 
Beriicksichtigt man die geringe Ausbeute an Koprobilirubin, so 
wiirde diese Menge fiir die Dehydrierung geniigen.) Wiurde ein 
solehes Produkt dann mit Kaliumacetat umgesetzt, so miibte 
unterbromigsaures Salz entstehen, das dann die Dehydrierung und 
Absprengung eines Kohlenstoff-Atoms zur Folge haben kénnte, wenn 
man die Annahme vertreten will, daB die Athane dieser Reihe 
durch Unbestandigkeit ausgezeichnet sind. Mit der experimen- 
tellen Priifung dieser Frage sind wir zur Zeit beschiiftigt. 

Ob die oben erwaihnte Moglichkeit der Bildung der bilirubinoiden Farb- 
stoffe durch unterbromig-saures Salz bzw. durch Brom bedingt sei, kann auch 
experimentell an der Bildung des Atiomesobilirubins gepriift werden, ins- 
besondere wenn man von den beiden bei der Bromierung des Kryptopyrrols 
entstehenden kerngebromten Methenen®) das eine (Methen I), das Brom in 
der Seitenkette enthalt, zur Umsetzung heranzieht. Dieses Kryptopyrrol- 
methen I erwies sich allerdings fiir die Bildung des Atiomesobilirubins als un- 
geeignet, ebenso der aus ihm gewonnene Athoxykorper. 

Nahe lag es, aus dem Oxymethen I durch Bromierung das 
\oprobilirubin zu erzeugen in analoger Weise wie aus der Xantho- 


1) Koprobilirubin in gréBerem MaBstabe hat in dankenswerter Weise 
Herr Libowitzki dargestellt. 

*) H. Fischer und W. Froéwis, Diese Z. 195, 61 (1931). 

3) H. Fischer, Baumann u. Riedl, A. 475, 216 (1929). 
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bilirubinséure synthetisches Mesobilirubin gewonnen wurde; bei 
der Reaktion entsteht ein orange-gelber Korper, der durch ein 
Dimethylester-chlorhydrat und dessen freie Base weiter charakteri- 
siert wurde. Die Gmelinsche Reaktion ist hier negativ. Die 
Amalgamreduktion gibt eine farblose Lésung, die weder Ehr- 
lichsche Aldehydreaktion noch mit Zinkacetat nach Belichtung 
die Urobilinreaktion zeigt. Dagegen gibt der nach Ansaéuern mit 
Essigsiure erhaltene Chloroformauszug mit Gmelins Reagens eine 
intensive blau-violette Farbung mit charakteristischem zweibandi- 
gem Spektrum, die allmahlich verblaBt. Nach diesen Befunden 
steht zur Diskussion, ob hier iberhaupt ein bilirubinoider Farbstofif 
vorliegt und nicht etwa ein isomeres Oxymethen (cis-trans-Isome- 
rie?) oder ein Dehydrierungsprodukt z. B. folgender Konstitution: 





HOOC:H,C  HOOC-H,C HOOC-H,C - HOOC-H,C 
| | | 
i CH, —T H, % p wad H, 4H, mu == vn 
| bzw. 
NH N ST 
IV V 


das vergleichbar ware mit dem Dehydro-indigo.!) Gegen ein vier- 
kerniges System spricht die Bestandigkeit in der Resorcinschmelze. 
Ein gréBerer Uberschu8B von Brom bei der Bromierung des Oxy- 
methens ergab prinzipiell das gleiche Resultat. Die Bromierung 
in Ameisensiure fiihrt ttber verschiedene Zwischenstufen von 
Verdincharakter zu einem roten Korper. Hier ist die Untersuchung 
noch nicht abgeschlossen. 

Koprobilirubin verhalt sich, wie schon oben hervorgehoben, 
dem Mesobilirubin sehr ahnlich. So tritt bei der Resorcinschmelze 
in guter Ausbeute die Bildung des 5-Oxy-3,4’-dipropionsaure- 
4,3’-dimethyl-pyrromethens folgender Konstitution ein: 


H,C CH, -CH,-COOH H, Ur -CH,- COOH 


| 
oo. a i. 








VI 


Bemerkenswerterweise erreicht die Ausbeute 70°/). Der Reaktions- 
verlauf ist also offenbar der, dafs das Methan Koprobilirubin (vg. 
Formel II) beiderseits der Methylengruppe durch das Resorcin 
aufgespalten wird. Die Totalreduktion des Koprobilirubins mit Eis- 
essig-J odwasserstoff fihrt in guter Ausbeute zur Kryptopyrrolcar- 


1) L. Kalb, Ber. chem. Ges. 42, 3649 (1909). 
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honsdure, ein Resultat, das ebenfalls in Ubereinstimmung mit dem 
Reduktionsergebnis am Bilirubin steht. Bei der Einwirkung von 
isessig—Jodwasserstoff unter den bei der Bilirubinséuregewinnung 
iiblichen Bedingungen tritt auch hier keine totale Aufspaltung ein; 
offensichtlich entsteht ein Gemisch verschiedener Oxypyrro-methane, 
die noch nicht in reinem Zustand isoliert werden konnten. Ehr- 
lichs Reaktion war positiv, ebenso die Zinkacetatprobe; beide 
Reaktionen gibt auch die Leukoverbindung des Resorcinkorpers. 
Die Urobilinreaktion wird besonders intensiv von dem 4,3’,5’- 
Trimethyl]-8, 4’-dipropionséure-5-oxymethan erhalten, der Leuko- 
verbindung von J. Diese gibt bemerkenswerterweise auch ein 
violettes Kupfersalz mit Rot- und Violettabsorption ahnlich den 
Zersetzungsprodukten des Mesobilirubinogens und analog dem 
Stercobilin.!) Auffallend ist die auBerordentliche Huinfalligkeit 
dieser Leukoverbindungen. Sie steht in Analogie zu der Un- 
stabilitat des Koproporphyrinogens und des Atioporphyrinogens 
im Vergleich zum relativ stabilen Mesoporphyrinogen, wobei be- 
merkenswerterweise auch die Leukoverbindung des Mesoporphyrin- 
esters bis jetzt wegen ihrer auferordentlichen Unstabilitét nicht 
isoliert werden konnte. Dieses Verhalten verdient noch eine 
nihere Bearbeitung, die bei Gelegenheit vorgenommen werden soll. 

Oben haben wir fiir die Konstitution des Koprobilirubins 
auch die Méglichkeit eines Athans diskutiert; diese Méglichkeit 
wird widerlegt durch das Kondensationsresultat von VI mit 
Formaldehyd. Hierbei entsteht in guter Ausbeute wieder Kopro- 
bilirubin, das durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt des Ester- 
chlorhydrats identifiziert wurde. Hier ist natiirlich eine Athan- 
hildung ausgeschlossen und die Formel des Koprobilirubins steht 
damit fest. Die Anordnung der Seitenketten dieses Koprobilirubins 
entspricht wieder dem Bilirubin. Gerade so wie letzteres leitet es 
sich von Koproporphyrin IV (Formel VII) ab: 


“— CH,-CH,-COOH HOOC-H,C-H,C=—CH, 


ed i= 











a ¥\ 

VII HC CH 
\ x 
: ‘io ees 
a H |_| 





1) C. J. Watson, Diese Z, 208, 101 (1932). 
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Wenn man sich im Koproporphyrin IV (Formel VII) die mit einer, 
Stern versehene Methingruppe abgespalten vorstellt und dafiir iy 
die offene Kette zwei Oxygruppen einsetzt, so hat man das linear, 
Formelbild des Koprobilirubins vor sich, von dem noch drei weiter 
Isomere theoretisch méglich sind. 

Die physiologische Untersuchung des Koprobilirubins biet« 
zweifellos groBes Interesse; wird auch hier bei der Tierpassag: 
die Reduktion zum Koprobilirubinogen erfolgen und eine Beein- 
flussung der Blutfarbstoffsynthese méglich sein?!) Der weiter 
Vergleich mit Mesobilirubin und Bilirubin auch auf chemische, 
Wege muB noch durchgefiihrt werden. Mit Eisessig—Bromwasser- 
stoff scheint nach einigen orientierenden Versuchen Porphyrin. 
bildung nicht ohne weiteres erzielbar zu sein. Kochen mit Ameisen- 
siiure fihrt in geringer Ausbeute zu einem intensiv blauen Korper, 
der eine Absorption im Gelb zeigt (Kupfersalz besitzt Absorption 
im Rot-Gelb) und noch naéher untersucht werden mub. Wie be- 
reits festgestellt, werden Mesobilirubin und Koprobilirubin dure}: 
Resorcin gespalten. 

Zum Vergleich untersuchten wir auch Atiomesobilirubin?) aut 
sein Verhalten bei der Resorcinschmelze sowie bei der milder 
Jodwasserstoffreduktion. Beide Umsetzungen verliefen ganz analo; 
wie beim Koprobilirubin. Die Resorcinschmelze ergab Spaltuny 
an der Methylenbriicke und es resultierte das schon krystallisierende 
4,3’- Dimethyl-3, 4’- diéthyl-5-oxy-pyrromethen, das mit Form- 
aldehyd wiederum das Ausgangsmaterial gab. Die Jodwasserstofi- 
reduktion unter ,,Bilirubinsiurebedingungen“ ergab die der Bili- 
rubinsiéure und Neobilirubinsiure analogen Spaltprodukte; erstere: 
wurde durch Mischschmelzpunkt mit der auf bequemere Weise 
durch Jodwasserstoffreduktion des 4,3’,5’-Trimethyl-3, 4’-diathy!- 
5-oxy-pyrromethens gewonnenen Leukoverbindung identifiziert. 
Das zweite, der Neobilirubinsiure entsprechende Spaltstiick, ca: 
4,3’- Dimethy]-3,4’- diithyl-5-oxy-pyrromethan, die Leukoverbin- 
dung des eben erwihnten Resorcinkérpers, wurde an der positive 
Ehrlichschen Reaktion erkannt; zur Analyse reichte das Materia! 
nicht, sie soll bei erster Gelegenheit nachgeholt werden. 

Die Synthese des Bilirubins selbst ist natiirlich das wichtigste 
Problem dieser Reihe; sie st6Bt aber auf groBe Schwierigkeiten. 
iihnlich wie es bei der Himinsynthese der Fall war, wegen der 
vorhandenen ungesittigten Seitenketten, wobei erschwerend noc: 


1) F. Verzar u. A. Zih, Biochem. Z. 205, 392 (1928). 
*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 187 (1932). 
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hinzukommt, da®B diese Seitenketten im Bilirubin vielleicht in 
‘orm eines Ringes angeghedert sind. 

Friiher haben wir im Bilirubin einen Furanring diskutiert, der vieles fiir 
sich hatte, insbesondere die Entstehung des Nitrit-Oxydationsproduktes!) gut 
erklaren wirde; nachdem aber durch die Konstitutionsaufklarung des Meso- 
bilirubins die Anordnung der Seitenketten in diesem Farbstoff bewiesen ist, 
kann ein Furanring (bei Annahme einer Briickenbindung zur Oxygruppe 
wiirde ein Pyronring zu formulieren sein, der allerdings im Modell starke 
Spannungen aufweist) nicht mehr formuliert werden, denn die beiden Athyl- 
reste des Mesobilirubins und damit die Vinylgruppen im Bilirubin stehen 
nicht benachbart zu den Oxygruppen, sondern zu den Methinbriicken; man 
miBte dann ein Ringsystem aihnlich dem des Desoxophyllerythrins, etwa in 
foleendem Sinne, annehmen: 


vr | | 
4 Cc 


wobei allerdings dann dieser Ring sich bereits unter dem EinfluB der kata- 
lytischen Reduktion 6ffnen miiBte, was unwahrscheinlich ist, nachdem wenig- 
stens Desoxophyllerythrin gerade durch auBerordentliche Bestindigkeit des 
isocyclischen Ringes ausgezeichnet ist. 

Beim Hiimin haben wir die Einfiihrung der Vinylgruppen auf 
indirektem Wege durch Reduktion von Acetylresten und Wasser- 
abspaltung erzielt und so lag es nahe, die gleiche Methode auch 
hier in der Bilirubinreihe zu versuchen. Fiir Vorversuche in dieser 
Hinsicht war von besonderem Interesse das gebromte Methen 
folgender Konstitution: 


— — COCH; | 
IX Bry VU CH —\ Jen, |: 2Br 
N NH 
HBr 


das durch Bromierung von 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol in sehr 
cuter Ausbeute erhialtlich ist. Gelang es Ieraus ein Diacetyl- 
dibrom-bilirubinoid zu erhalten, so konnte man an diesem sowohl 
die Méglichkeit der Reduktion des Acetylrestes zum sekundiiren 
Alkohol und dessen Umwandiung zur Vinylgruppe studieren, sowte 
die Kinfiihrung von weiteren Acetylresten an Stelle des Bromatoms. 
Das gebromte Methen (IX) laéBt sich in der Tat mit Kaliumacetat 
in Hisessig umsetzen und wie die Analyse zeigte, war auch ein Oxy- 
methen entstanden, das jedoch noch fast 50°/, Brom enthielt und 


1) Diese Z. 91, 192 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. ly 
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dessen Analysenzahlen mit folgender Konstitutionsauffassung am 
besten in Einklang zu bringen wiren: 


HC Br H,C_—.COCH, } 
| 
‘ | | lo 
x | HO. J} CH | cn, | 2Br 
N NH | 


wobei allerdings em Nachweis von Perbrom nicht nur miblungen 
ist, sondern bei der Behandlung des Oxymethens mit Aceton zur 
Kintfernung des Perbroms blieb sogar der Bromgehalt unverandert. 
Trotz allem erklirt die aufgestellte Formel noch am besten das 
Verhalten des Korpers, denn bei der Behandlung mit Zinkstaul 
in siedendem Eisessig lassen sich zwei Bromatome glatt entfernen 
und man erhalt ei schén krystallisiertes Oxy-pyrromethen folgen- 
der [onstitution: 
H,C—— Br H,C-——COCH, 


XI yg CH - 
—" —— 
N NH 
in dem nur die relative Stellung des 6-Bromatoms und des Acety]- 
restes sowie die Lage der Doppelbindungen unsicher sind; es 
kénnte auch ebensogut das Bromatom in 4’-Stellung und der 
Acetylrest in 3-Stellung sich befinden. Der oxydative Abbau zu 
den entsprechenden Maleinimid-Derivaten, ebenso die Jodwasser- 
stoffreduktion, soll bei Gelegenheit durchgefiihrt werden, um diese 
Konstitutionsfrage zur Entscheidung zu bringen. Aus XI durch 
Bromierung ein Bilirubinoid zu erhalten, ist bis jetzt nicht ge- 
lungen, jedoch werden die Versuche fortgesetzt. 

Fir die sekundire Einfiihrung des Acetylrestes in den Methen- 
verband kam noch in Frage ein 2,4-Dimethyl-5-oxypyrrol;_ be- 
kannt ist bereits das 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-5-oxypyrrol'), 
bei dem die Absprengung des Carbiithoxyrestes vergeblich versuchi 
wurde. Durch Umsetzung von «-Methyl-lavulinsiure-ester mit 
Ammoniak sollte das Oxypyrrol zuginglich sein; in der Tat Jali 
sich die Reaktion durchftthren. Nach der Analyse und der Molekular- 
gewichtsbestimmung entsteht die bis-Verbindung des genannten 
Pyrrols; auch hier konnte die Untersuchung noch nicht zu Ende 


gefiihrt werden.?) 


!) H. Fischer u. M. Hermann, Diese Z. 122, 1 (1922); H. Fischer 


u. J. Miiller, Diese Z. 132, 72 (1924). 
*) Bei diesen Versuchen erfreuten wir uns der Mitarbeit des Herrn 


Haberland. 
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Im Verfolg der Bilirubinsynthese mit Hilfe von f-acetyl- 
haltigen Dipyrrylmethenen haben wir auch das 2,4-Dimethyl- 
3-acetyl-5-carbathoxypyrrol einer weiteren Untersuchung unter- 
zogen, die bemerkenswerte Resultate gab, aber noch nicht 
vollig abgeschlossen ist, ebenso wie die bisher mitgeteilten Ergeb- 
nisse. Wenn wir trotzdem die Versuche der Offentlichkeit iiber- 
veben, so ist die Ursache dafiir die Unmoglichkeit, die Arbeit 
weiterhin gemeinschaftlich fortzufiihren, und weil es auch an- 
vesichts der staéndigen SparmaBnahmen in Frage steht, ob die 
Untersuchung iiberhaupt in absehbarer Zeit vollendet werden kann. 

Wir haben zuniichst die EKinwirkung von Sulfurylehlorid auf 
2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxypyrrol untersucht. Kin Mol 
Sulfurylehlorid gibt das Monochlorsubstitutionsprodukt folgender 
ormulherung: 

H,C—— COCH, 
XN H,C,00C\__'CH,CI 
NH 

Die Analyse gab allerdings keine sehr gut stimmenden Werte, die 
weiteren Umsetzungen aber beweisen mit Sicherheit das Vorliegen 
von 2-Chlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbaéthoxypyrrol, wenig- 
stens der Hauptmenge nach. Mit Wasser tritt Hydrolyse ein und 
es entsteht der dazu gehérige primiire Alkohol; mit Athylalkohol 
bildet sich der Athylaither. Mit Anilin setzt sich der Chlorkérper 
zu einem intensiv gelben, in Lésung griin fluorescierenden Korper 
um, dessen Konstitutionsaufklérung noch erfolgen mu. Uim die 
Schiffsche Base scheint es sich nicht zu handeln, da es nicht 
selang, den K6érper aus dem gleich zu beschreibenden 38-Acetyl- 
4-methyl-5-carbithoxypyrrol-2-aldehyd mit Anilin zu erhalten. 

Das Vorliegen des Mono-chlorkérpers wird weiter erhartet 
durch Verkochen mit Wasser, wobei neben dem oben erwilinten 
primairen Alkohol (ob hierbei Formaldehyd zur Abspaltung ge- 
langte, konnte noch nicht eindeutig festgestellt werden) das 4,4’- 
Dimethyl-3,3’- diacetyl-5,5’- dicarbathoxy-pyrromethan folgender 
Konstitution resultiert : 

HC; —COCH, sie Cis 

a. ci,— a ooo, 
NH NH 





XI 4.6,00C 


Das Methan soll noch einer eingehenden Untersuchung unterzogen 
werden. 


10* 
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Lift man 3 Mol Sulfurylehlorid auf das Acetylpyrrol ein- 
wirken, so entsteht das schén krystallisierende 2-Dichlormethy!- 
3-acetyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol in einer Ausbeute von etwa 
50°/,: 

H,C,——-COCH, 
, y | 
XIV 7.¢,00C. __ CHCl, 
NH 
Der Chlorkérper geht beim Kochen in guter Ausbeute in den 
herrlich krystaHisierenden 3-Acetyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol- 
2-aldehyd tiber.!) Der Aldehyd reagiert am Formyl- und Acety!- 
rest mit Hydroxylamin, so daB ein Dioxim entsteht. Mit Hydrazin 
tritt dreifache Reaktion ein; es bildet sich das gut krystallisierende 
Pyridazinhydrazid folgender Konstitution: 


Interessant verlief die Umsetzung von 2,4-Dimethyl-3-acety1- 
5-carbithoxypyrrol mit 4 Mol Sulfurylehlorid. Hier konnte zwar 
kein krystallisierter Chlorkérper isoliert werden, wie das haufiy 
bei der Sulfurylchloridreaktion der Fall ist; beim Verkochen mit 
Alkohol jedoch entstand ein gut krystallisierter gelber Korper, 
dessen Analysen ausgezeichnet stimmen auf 8,8’-Dichlor-4,4’-di- 
methyl-5,5’-dicarbithoxy-pyrromethen folgender Formulierung: 





H,C_——Cl Cl—— CH; 
XVI eooc | CH————'"__. CO0C..H 
sC,00C\_ aeeueete aus 
NH N 


Ks sind also die beiden Acetylreste durch Chlor ersetzt worden. 
Die weitere Untersuchung des interessanten Korpers, der vielleicht 
ein geeignetes Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von /-Methy!- 
pyrrol sowie von gechlorten Porphyrinen ist, soll vorgenommen 
werden. 

Nahe lag es dann, Korper XII als Ausgangsmaterial zu 
benutzen fir die Gewinnung weiterer Pyrro-methane und wir 


') Die Durchfiihrung dieser Versuche, insbesondere die Gewinnung de- 
Aldehyds, verdanken wir Fraulein Kammann. 
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lieBen Kryptopyrrol, Kryptopyrrolearbonsiure und Opsopyrrol 
bis jetzt auf den Korper einwirken und erhielten gut krystallisierte, 
farblose, in Wasser léshche Kondensationsprodukte, deren Kon- 
stitution noch offen steht. In dem gewimnschten Sinne ist die 
Reaktion wohl kaum eingetreten, denn die erhaltenen Kérper ent- 
halten noch fest gebundenes Chlor und allem Anschein nach ist 
die Kondensation am Acetylrest eingetreten. Die weitere Unter- 
suchung mu hier Klarheit bringen. 

Wir unterwarfen dann Korper XIV der Einwirkung von 
Brom in der Hoffnung, auch das letzte H-Atom der CH -Cl,-Gruppe 
durch Brom ersetzen zu kénnen, um von hier aus dann zu dem 
schwer zuganglichen Methylacetylpyrrol in bequemer Weise zu 
velangen. Auf Grund der Analyse ist bei der Bromierung der 
j-Acetylrest durch Brom verdringt worden und héchstwahrschein- 
lich hegt ein Korper folgender Konstitution vor: 


es 


| 
| 


XY 
XVII H,C,00C 








\ CHCl 
NH 

Kine weitere umstrittene Frage in der Gallenfarbstoffchemie 
ist die der Komplexsalze. Schon in der alten Literatur ist fir 
Urobilin eme Violettfarbung mit Kupfersulfat im alkalischen 
Medium aéhnlich der Biuretreaktion beschrieben. Von H. Fischer 
und P. Meyer!) wurde dann vom Mesobilirubinogen aus ein 
amorphes violettes Kupfersalz erhalten, das jedoch nicht dem 
Mesobilirubinogen selber zugehdrt, sondern eimem Oxydations- 
produkt. Dieselben Spektralerscheinungen, wie sie dieses Kupfer- 
salz zeigt, wurden auch aus pathologischen Harnen nach ent- 
-prechender Behandlung erzielt; auch C. J. Watson?) konnte 
kiirzliech beim Kopromesobiliviolin eine blau-violette MKupfer- 
verbindung mit charakteristischem spektroskopischem Befund in 
amorphem Zustand gewinnen, die Analyse stimmte auf den [in- 
tritt von 2 Cu-Atomen in das 33 C-Atome enthaltende Molekul. 
Von W. Kiister’) sowie von H. Fischer und Niemann‘) wurden 
von Bili- baw. Mesobilirubin krystallisierte Kupfersalze gewonnen, 
deren Analysen jedoch zu hohe Cu-Werte ergaben und keine [nt- 
<cheidung iiber die Konstitution zulieben. Es lag nahe, die bili- 
rubinoiden Farbstoffe auf Kupfersalzbildung zu untersuchen. In 


l) Diese Z. 75, 345 (1911). 2) Diese Z. 208, 109 (1932). 
3) Z. angew. Chemie 37, 200 (1924). 4) Diese Z. 146, 196 (1925). 
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der Tat geben die blaue Stufe des Atiomeso-!), ferner Kopro- sowie 
synthetisches Mesobilirubin?) schon krystallisierte Kupfersalze, die 
umkrystallisierbar sind. Die Analysen gaben aber keine gut 
stimmenden Zahlen und besonders hervorzuheben ist der durch- 
weg erhdhte Kupfergehalt mit Ausnahme des Kupfersalzes der 
blanen Stufe des Atiomesobilirubins, und hier unterliegt es wohl 
kaum einem Zweifel, daB 1 Kupferatom auf 4 Pyrrolkerne trifft 
und dieses Kupfersalz in Analogie zu setzen ist mit den Kupfer- 
salzen der Dipyrrylmethene und der Porphyrine. Spektroskopisch 
sind die Kupfersalze ausgezeichnet durch Absorption im Rot, so 
daB die spektroskopischen Erscheinungen der bisher in der Gallen- 
farbstoffreihe beobachteten Kupfersalze wohl sicher demselben 
T'yp angehéren. Auffallenderweise gibt Glaukobilin’), das doch 
ein komplexes Eisensalz gibt, kein krystallisiertes Kupfersalz. Die 
Untersuchung der Kupfersalze wird weiter fortgesetzt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sowie der 
Rockefeller Foundation danken wir verbindlichst fiir die dieser 
Untersuchung gewahrte Unterstiitzung. 


Versuche. 

4,3’, 5’-Trimethyl-3, 4’-dipropionsaure-5-oxy-pyrromethen (I), sowie 
Kopro-bilirubin (II). 5 ¢ 4,3’,5’-'Trimethyl-3, 4’-dipropionsaéure-5- 
brom-pyrromethen-bromhydrat werden in 60 cem Eisessig mit 5 ¢ 
geschmolzenem Kaliumacetat eine halbe Stunde gekocht. Die 
Aufarbeitung erfolgt wie bei der Darstellung der Xanthobilirubin- 
siiure.4) Das Rohprodukt wird aus wenig Hisessig umgelést und stellt 
dann einen gelbgriinen Kérper vom Schmelzp.250—260° dar. Die Um- 
setzung mit Silberacetat ergab dieselbe Ausbeute, néimlich 0,8—1,2¢. 

Fraktionierte Krystallisation. — 1. 0,5 g Gemisch werden in 
25 cem heiBem Eisessig gelést. Beim Abkihlen (einige Stunden 
stehen lassen) erhilt man als erste Fraktion feine, gebogene, gelbe 
Nadeln vom Zers.-P. 291°. Ausbeute 0,035 g Kopro-bilirubin. 

9. Die auf 17 cem eingeengte Mutterlauge liefert beim Ab- 
kithlen ein Gemisch von prismatischen Nadeln des Oxymethens 
neben wenige haarf6rmigen Nadeln des Kopro-bilirubins.  Zers.- 
Punkt 275°. Ausbeute 0,086 g. 


1) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 197 (1932). 
2) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 200, 220 (1931). 
3) H. Fischer, Baumgartner u. Hess, Diese Z. 206, 201 (1932). 
4) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 255 (1931). 
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3. Die nun auf 9 cem eingeengte Lésung hefert prismatische 
Nadeln, nunmehr fast reines Oxymethen vom Schmelzp. 265°. Aus- 
heute: 0,241 g. 

4. Beim weiteren Einengen auf 4 cem erhalt man eine Rest- 
fraktion, die neben dem Oxymethen noch einen griinen, in rund- 
lichen Blattchen erscheinenden Korper (III) enthalt; 0,15 g. 

Die 3. Fraktion, die reines Oxymethen (I) darstellen soll, 
wurde zur Analyse aus Kisessig umkrystallisiert. 


Analyse des Oxymethens I: 


5,200 mg Subst.: 11,820 mg CO,, 2,900 mg H,O. — 3,950 mg Subst.: 
0,284 com N (18°, 719 mm). 
C,,H..N.O; Ber. C 62,39 H 6,41 N 8,09 
Gef. ,, 61,99 , 6,24 »» 7,98. 


Dimethylester. Zur Identifizierung des Oxymethens wurde der 
von H. Fischer und Frowis!) auf anderem Wege gewonnene 
Dimethylester dargestellt. 0,5 ¢ Oxymethen, in 5 cem Methyl- 
alkohol suspendiert, werden mit trockenem Chlorwasserstoff be- 
handelt; unter Braunfairbung tritt Losung ein. Man leitet noch 
unter Kihlung bis zur Sittigung ein, engt dann auf 1—2 cem ein, 
worauf das Esterchlorhydrat in Form rétlich-brauner vierseitiger 
Tafeln mit grimem Oberflachenglanz krystallisiert. Das labile 
Chlorhydrat wurde mittels Chloroform—Soda in die freie Esterbase 
iibergefithrt und erwies sich nach Schmelz- und Mischschmelzpunkt 
als identisch mit dem von H. Fischer und Froéwis erhaltenen 
Oxymethenester. 

4,185 mg Subst.: 9,825 mg CO,, 2,630 mg H,O. — 2,885 mg Subst.: 
0,198 cem N (18°, 714 mm). — 6,400 mg Subst.: 7,765 mg AgJ. 

CyH,N.O, Ber. C 64,13  H 7,00 N 7,49 OCH, 16,57 

Gef. ,, 64,03 » 400 »» 1,06 » 16,02. 


Koprobilirubin (II), der erste Anteil der fraktionierten Kry- 
stallisation, la8t sich aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisieren. 
Keme gelbe Nadeln vom Schmelzp. 292° (Zers.). 


Analyse des Koprobilirubins (Formel IT): 


4,400 mg Subst.: 9,975 mg CO,, 2,390 mg H,O. — 2,840 mg Subst.: 
1,206 cem N (179, 713 mm). 


Gef. ., 62,11 — ., 8,00. 


1) Diese Z. 195, 49 (1931). 
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Koprobilirubin - tetramethylester - dichlorhydrat. 0.3 g  lopro- 
bilirubin werden wie z. B. Mesobilirubin mit Methylalkohol—Chlor- 
wasserstoff verestert. Noch wihrend des Einleitens des Chlor- 
wasserstoffs krystallisiert das Esterchlorhydrat in Form orange- 
roter, rasierklingenformiger Tafelchen aus. Beim Umkrystallisieren 
aus 1°/,igem Methylalkohol—Chlorwasserstoff erhalt man lange 
Prismen vom Schmelzp. 199—200°. (Von 150° ab farbt sich dic 
Schmelzpunktsprobe unter Abgabe von HCI allmahlich griin.) Das 
Ksterchlorhydrat ist leicht Jéslich in Chloroform, schwer in 
Methylalkohol. 

5,405 mg Subst.: 11,510 mg CO,, 3,030 mg H,O. — 3,964 mg Subst.: 
0,250 ccm N (16°, 716 mm). — 2,580 mg Subst.: 0,880 mg AgCl. — 3,820 mg 
Subst.: 4,440 mg AgJ. 

CygH,,.N,O,9° 2HC! 

Ber. C 58,11 H 626 N 6,96 C1881 OCH, 15,41 

Gef. ,, 58,08 9» 6,27 », 6,70 », 8,44 » 15,36. 

Wahrend beim freien Koprobilirubin wegen seiner Schwer- 
loslichkeit in Chloroform die Gmelinsche Reaktion nicht deutlich 
sichtbar zu machen ist, gibt die Chloroformlésung des Ester- 
chlorhydrats vollstindige Gmelinsche Reaktion mit folgenden 
Spektralbefund: 


Griine Phase: Kein Spektralbefund. 

Blaue Phase: I. 600; II. 545. 

Violette Phase: I. 600; IL. 546. 

tote Phase: I. (600); II. (545); III. 497. 
Orangegelbe Phase: I. — Il. — III. 497. 
Gelbe Phase: I. — It — III. (497). 


Bromierung des 4,3’,5'-Trimethyl]-3, 4'-dipropionsaure-5-oxymethens 
(IV bzw. V). 0,5 g Oxymethen werden in 2 cem Eisessig suspen- 
diert und mit 0,25 cem einer Brom-—Kisessiglésung (1 cem 
1 ¢ Brom), entsprechend 1,1 Mol Brom, versetzt. Unter Brom- 
wasserstoffentwicklung geht das Oxymethen in Losung und nach 
einigem Stehen erscheint das Reaktionsprodukt in Form griinlich 
elinzender, sehr kleiner Krystillchen. Beim Absaugen erhalt man 
einen orangefarbenen Kérper, der sich leicht grimlich farbt. Man 
krystallisiert aus Pyridin—Methylalkohol um und erhalt bei langsamer 
Krystallisation kleine, rundliche Blittchen vom Schmelzp. 275° 
unter Zers. Mischsehmelzpunkt mit Koprobilirubin (292°) lag bei 
271°. Zur Analyse wurde mehrere Stunden mit Chloroform extra- 
hiert und die dabei erhaltenen gelben prismatischen Nadeln wurden 
nochmals aus Pyridin—Methylalkohol umkrystallisiert. Die Gme- 











TO- 
or- 
or- 
ge- 
ren 
186 
die 
Jas 


In) 


Bt. ° 
mg 











cine Athylenbriicke (Cg,H4yyN 0,9) berechnen sich die gleichen Werte. 
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linsche Reaktion der Chloroformlésung ist negativ: es erfolgt nur 
in Umschlag nach Hellblau (Streifen bei 688) und dann Auf- 
oxvdation ohne Spektralbefund. 
4,140 mg Subst.: 9,405 mg CO,, 2,230 mg H,O. — 3,130 mg Subst.: 
0.235 cem N (17°, 712 mm). 
C,gH.)N.0;?) Ber. C 62,76 H_ 5,86 N 8,14 
Gef. ,, 61,95 », 6,08 »» 8,26. 


Ester-Chlorhydrat. Die Veresterung gelingt durch einstiindiges 
i.ochen der Saure mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff auf 
dem Wasserbad. Nach dem Einengen und Erkalten krystallisiert 
das Ester-Chlorhydrat in rotbraunen, blaulich glitzernden, vier- 
seitigen oder lanzettformigen Bléttchen vom Schmelzp. 285°. Zur 
Analyse wurde zweimal aus chlorwasserstoffhaltigem Methylalkohol 
umnkrystallisiert; bei rascher Krystallisation erhailt man kleine 
Rhomben, bei langsamer schlanke Prismen. Schmelzp. 239—240°. 
Der Ester ist in Chloroform leicht léslich. Mit Gmelins Reagens 
erfolgt Umschlag nach BlaBblau (Streifen bei 688) und Aufoxydation 
olne typischen Spektralbefund. 

4,240 mg Subst.: 9,160 mg CO,, 2,855 mg H,O. — 6,305 mg Subst.: 
2,065 mg AgCl. — 3,515 mg Subst.: 4,055 mg AgJ. 

CyoH.;N,CIO; Ber. C 58,73 H 6,17 C18,68 OCH, 15,18 
Gef. ,, 58,92  ,, 6,21 1 ee » Ia 


Freie Esterbase. Das Esterchlorhydrat gibt beim Behandeln 
init Chloroform—Soda eine rotgriin dichroitische Lésung; beim 
inengen des Chloroforms und Versetzen mit Methylalkohol fiallt 
der Ester in Form feiner, undeutlich ausgebildeter Staébchen aus. 
Schmelzp. 243°. Gmelins Reagens gibt dieselbe Reaktion wie 
heim Esterchlorhydrat. Die Zinkacetatreaktion ist negativ. 


5,095 mg Subst.: 11,990 mg CO,, 3,090 mg H,O. — 2,703 mg Subst.: 
0,184 cem N (17°, 716 mm). — 6,723 mg Subst.: 8,335 mg AgJ. 
Cy9H,,N.0; Ber. C 64,48 H 6,51 N 7,53 OCH, 16,66 
Gef. .,, 64,18 » 6,78 _ - 16,38. 


Bromierung von 4,3',5'-Trimethyl-3, 4 -dipropionsaure-5-oxymethen 
mit 2 baw. 8 Mol Brom. Versetzt man die Suspension von 0,5 ¢ 
Oxymethen in 2 cem Eisessig mit 0,5 baw. 0,7 ccm Brom—Itisessig- 
losung entsprechend 2 bzw. 3 Mol Brom, so tritt unter Brom- 


1) Bei Annahme einer Verkniipfung zweier Oxy-Pyrromethene durch 
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wasserstoffentwicklung und Dunkelgriinfarbung Losung ein. Auch, 
nach dem Einengen im Vakuumexsiccator tritt keine Krystalli- 
sation ein; verdiinnt man wieder mit Ejisessig und schiittelt dic 
dunkle Loésung mit etwas Zinkstaub, so erfolgt sehr rasch, 
Karbumschlag nach Braun. Nun wird filtriert, in Wasser gegossen, 
die dunkelgriinen Flocken werden abgesaugt und mit Methy!l- 
alkohol-Chlorwasserstoff verestert. Das Esterchlorhydrat ist iden- 
tisch mit dem dureh Bromierung mit einem Mol Brom erhaltenen 
und nachher veresterten Korper. 


Resorcinschmelze. 0,1 ¢ der bei 275° schmelzenden Séure 
(vel. S. 152) werden in 3 siedendes Resorcin eingetragen und 
1 Min. kurz gekocht; die Sechmelze liefert beim Eingieben in Wasser 
eine kolloidale Lésung, aus der sich erst nach Zusatz von Atn- 
moniumehlorid etwa 50mg griine Flocken abscheiden. Diese 
wurden verestert, aus dem Ester—Chlorhydrat die freie Base dar- 
gestellt und diese wurde mit der freien Esterbase des Ausgangs- 
materials identifiziert. Schmelzp. 235°, Mischschmelzpunkt keine 
Depression. 

Resorcinschmelze des Koprobilirubins. 0,25 g Koprobilirubin 
werden in 7,5 ¢ siedendes Resorcin auf einmal eingetragen und 
noch 20—80 Sekunden weiter gekocht. Nach dem EimgieBen in 
200 com Wasser erhalt man eine ockergelbe kolloidale Loésung, 
die nach Zusatz von Ammonchlorid den Resoreink6rper ausscheidet ; 
das beim Stehen iiber Nacht in diinnen Krusten abgesetzte Produkt 
wird mit Chloroform extrahiert (man setzt dem Chloroform zur 
Beschleunigung der Extraktion einige Tropfen Methylalkohol zu) 
und dann aus wenig Methylalkohol-Ather umkrystallisiert. Man 
erhalt so das 4,3’-Dimethyl-3, 4’-dipropionsdéure-5-oxymethen (VI) in 
schonen hellgelben Prismen vom Schmelzp. 225° unter Griinfiirbung. 
Leicht léslich in Kisessig, in Methyl- und Athylalkohol in der Kiilte 
leicht, in der Hitze sehr leicht léslich, sehwer léslich in Chloroform, 
Ather und Petrolither, leicht léslich in verdiinnter Natronlauge 
und in Biearbonat. Die Gmelinsche Reaktion fihrt wie bei der 
Neoxanthobilirubinsaéure iiber eine kurze Griimstufe nach Rot und 
Gelb und mit Ehrlichs Reagens tritt auch mer die typische 
Grinfairbung in der Hitze auf. 


4,767 mg Subst.: 10,730 mg CO,, 2,610 mg H,O. — 2,105 mg Subst.: 
0,165 cem N (189, 721 mm). 
C,;-HepN20; Ber. C 61,41 H 6,07  N 8,43 
Gef. ., 61,39 » 612  Sytee 
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kuch Resynthese des Koprobilirubins. 70 mg des durch LResorcin- 
alli- schmelze aus dem lKoprobilirubin erhaltenen 4,3’-Dimethyl-3, 4’ 
die (iproplonsdure-5-oxymethens werden mit 0,5 cem Formaldehyd- 
asch fF |jsung angerihrt und mit derselben Menge konzentrierter Salz- 
sen, siiure verrieben. Unter leichter Erwirmung und Grinfirbung tritt 
hyl- die Kondensation ein; man verdiinnt hierauf mit etwas 10°/,iger 
den- HCl, 14Bt 5 Minuten stehen, verdiinnt weiter mit Wasser und saugt 
nen die grimen Flocken ab. Nach dem Trocknen werden aus dem 


Kondensationsprodukt die griinen Verunreinigungen durch Ex- 
traktion mit Chloroform entfernt und das zuriickbleibende gelbe 


Lure hosiagaet 
ane Produkt wird nun in der beim Koprobilirubin beschriebenen 
sions Weise mit Methylalkohol—Chlorwasserstoff verestert. Das orange- 


Ries, rote Ksterchlorhydrat erscheint schon beim Einleiten des Chlor- 
wasserstoffs in quantitativer Ausbeute und erweist sich nach dem 


Wea 
er Umkrystallisieren aus HCl-haltigem Methylalkohol nach Schmelz- 
ngs: und Mischschmelzpunkt als identisch mit dem Esterchlorhydrat 
as des Koprobilirubins. 
Totalreduktion des Koprobilirubins. 0,1 ¢ Koprobilirubin wird 
| mit emnem Gemisch von 2 cem Jodwasserstoffsiiure (d = 1,96) und 
ip 4cem Hisessig 13 Stunden unter RiickfluB gekocht. Nach Zusatz 
ots von etwas Phosphoniumjodid wird im Vakuum abdestilliert; der 
hens Riickstand wird mit verdiinnter Sodalésung aufgenommen, diese 
ne, mit Ather iberschichtet und nun mit Schwefelsiiure schwach 
let; kongosauer gemacht. Man extrahiert nun sechsmal mit Ather, 
ut engt die vereinigten Atherextrakte auf 2cem ein und. versetzt 
one mit atherischer Pikrinsiure. Es resultiert ein bei 147° schmelzen- 
ae des Pikrat in einer Ausbeute von 40 mg; nach dem Umkrystalli- 
all 


' sieren aus Alkohol ist der Schmelzpunkt auf 151° gestiegen. Mit 
jn dem Pikrat der Hamopyrrolearbonsiure (Schmelzp. 155°) trat 


no: eine deutliche Schmelzpunktsdepression auf 147° ein, wihrend 
ute die Mischprobe mit dem Pikrat der Kryptopyrrolearbonsiure 
_ (Schmelzp. 153°) keine Depression gab. 

i Amalgamreduktion des 4,3’-Dimethyl-3,4'-dipropionsaure-5-oxy- 
methens. Die gelbe alkalische Lésung des Resorcinkorpers entfarbt 
A sich beim Schiitteln mit Natriumamalgam im Laufe von 15—20 Min. 


vollstandig. Um die Leukoverbindung, die durch intensive Khr- 
lichsche Reaktion ausgezeichnet ist, zu isolieren, wurde die an- 
st.: vesduerte Loésung 6mal mit Essigester extrahiert; die wibBrige 
sowohl wie Essigesterschicht gaben dann fast keine Khrlichsche 
lteaktion mehr, jedoch hatte sich die wiBrige Schicht ziemlich 
rasch nach Rot-Violett verfairbt und zeigte nun eine deutlich 
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positive Fluorescenzreaktion mit alkoholischem Zinkacetat. Die 
Kssigesterextrakte wurden mit Natriumsulfat getrocknet und im 
Vakuum eingeengt, bis eine hellrote Ausscheidung erfolgte.  ['s 
gelang nicht, den Korper in farblosem Zustande kyrstallisiert zu 
erhalten, da er sich rasch nach Rotbraun verfirbte und nun 
positive Zinkacetatreaktion gab. 

Amalgamreduktion des 4,3’,5'-Trimethyl-3, 4’-dipropionsaure-5-oxy- 
methens, [ie analog der Darstellung von Bilirubinséure aus Xantho- 
bilirubinséure durchgefiihrte Amalgamreduktion fiihrte auch hier zu 
emer farblosen Lésung, aus der nach dem Ansaéuern mit Schwefel- 
siure die Leukoverbindung durch mehrmaliges Ausschiitteln mit 
Essigester extrahiert werden sollte; die Essigesterextrakte leferten 
jedoch beim Eimengen nur rotbraune Schmieren, aus denen kein 
krystallisierter Korper erhalten werden konnte. Da die Leuko- 
verbindung sehr unbestéindig ist, geht daraus hervor, daB sowohl 
die wibrige als auch die Essigesterschicht nach kurzer Zeit inten- 
sivste Urobilinreaktion mit alkoholischem Zinkacetat (Absorption 
bei 508 maw) und die charakteristische Violettfarbung mit Kupfer- 
acetat zeigen; beide Farbreaktionen erscheinen besonders deutlicl 
in schwach ammoniakalischer Lésung. 

4,3’, 5'-Trimethyl-3, 4’-didithyl-5-oxy-pyrromethan. 0,2 ¢ 4,3',5- 
Trimethyl-3,4’-diithyl-5-oxy-pyrromethen werden mit 4 cem Eis- 
essig und 2cem Jodwasserstoff 1/, Stunde auf dem Wasserbad 
erwiirmt. Die Lésung wird nach Zusatz von Phosphoniumjodid 
abdestilliert (im Vakuum) und das zuriickbleibende gelbe O1 mit 
wenig Alkohol aufgenommen und mit Chloroform versetzt. Die 
Chloroformlésung wird mehrmals mit Wasser gewaschen, stark 
eingeengt und mit Petrolither versetzt. Beim Stehen krystalli- 
sieren sehr wemg farblose Prismen vom Schmelzp. 147°, den Rest 
erhilt man erst beim Eimengen der Chloroform—Petrolatherlésung. 
Man krystallisiert aus Methylalkohol-Wasser um und erhalt so 
lange prismatische Krystalle vom Schmelzp. 149°. Das Methan 
ist spielend léslich in Alkohol, Chloroform, Eisessig, leicht léslich 
in Ather und in heiZem Petrolither, unléslich in Wasser. 

5,210 mg Subst.: 14,160 mg CO,, 4,395 mg H,O. — 4,145 mg Subst.: 
0,400 com N (17°, 724 mm). 

C,.H.,N,0 Ber. C 73,78 H 9,30 N 10,76 
Gef. ,, 74,12 » 9,44 » 10,82. 


Resorcinschmelze der blauen Stufe des Atio-mesobilirubins.!) 0,1! « 


der blauen Oxydationsstufe des Atiomesobilirubins werden in 8 ¢ 


1) H. Fischer und E. Adler, Diese Z. 206, 197 (1932). 
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<jedendes Resorein eingetragen. Nach 15 Sekunden gieBt man die 
siedende Schmelze, deren urspriinglich blaue Farbe rasch wher 
Grin nach Braun umgeschlagen hatte, in 150 cem Wasser ein. 
Nach Zusatz von Ammoniumehlorid flockt ein ockergelber, amorpher 
Kérper aus, der abgesaugt und auf dem Wasserbad getrocknet 
wurde. Ausbeute: 65 mg. Bei der Extraktion mit Chloroform 
erhilt man eine dunkelbraune Losung, wiihrend in der Hiilse ein 
betrachtlicher Anteil dunkler Substanz zuriickbheb, die sich mit 
intensiver Griinfluorescenz (Absorption bei 500 my) loste und mit 
Kupferacetat Violettfarbung ergab. Aus dem Chloroformextrakt 
wurde dureh vorsichtige fraktionierte Fallung mit Petrolither 
zuerst ein braunes amorphes Produkt abgetrennt und schlieBlich 
durch Emengen der Mutterlauge im Vakuum das 4,3’-Dimethyl- 
3.4’-diithyl-5-oxy-pyrromethen zur Krystallisation gebracht. Die 
vrangegelben lanzettformigen Blittchen wurden aus Methylalkohol 
wukrystallisiert; so resultierten schéne, glinzende abgeschrigte 
Prismen vom Schmelzp. 197° Leicht léslich in Chloroform, léslich 
in Ather. Mit Ehrlichs Reagens tritt in der Hitze die fiir Kérper 
vom Typ der Neoxanthobilirubinséure charakteristische Smaragd- 
crinfarbung auf und mit Gmelins Reagens erfolgt auch hier der 
fir diesen Typ spezifische unausgeprigte Farbumschlag. 
1,620 mg Subst.: 0,167 cem N (18°, 721 mm). 
C,;H.)N,0 Ber. N 11,47 Gef. N 11,47. 


Resynthese des Atio-mesobilirubins. 10 mg 4,3’-Dimethy]-3,4’- 
diathyl-5-oxypyrromethen werden, wie dies bei der analogen Re- 
synthese des Koprobilirubins beschrieben ist, mit Formaldehyd- 
Salzséure kondensiert. Das flockige Kondensationsprodukt wird 
iit Chloroform ausgeschiittelt und aus der getrockneten und stark 
vingeengten Chloroformlésung durch Zusatz von Athylalkohol der 
velbe Korper ausgefallt. Nach dem Umkrystallisieren aus wenig 
Pyridin erhalt man einen hellgelben, feinkrystallinen Korper, der 
positive Gmelinsche Reaktion gibt, bei 218° schmilzt und mit 
Atiomesobilirubin vom Schmelzp. 220° keine Depression zeigt. 

Milde Jodwasserstoffreduktion der blauen Stufe des Atio-mesobili- 
rub'ns. 0,1 g@ des bilirubinoiden Farbstoffes wurden mit Jod- 
wasserstoff—Eisessig (Vol.-Verhaltnis 1:2) 1 Stunde auf dem 
Wasserbad erwirmt; nach Zusatz von etwas Phosphoniumjodid 
wurde im Vakuum abdestilliert, der Riickstand wurde mit Chloro- 
iorm aufgenommen, die mit Wasser gewaschene und getrocknete 
Chloroformlésung wurde abgedampft und der Riickstand mit 








158 Hans Fischer und Erich Adler, 





Ather aufgenommen. Beim Versetzen mit wenig Petrolather er- 
schienen schéne, sechsseitige, farblose Blattchen vom Schmely- 
punkt 136°. Wegen der geringen Ausbeute konnte die Substanz nicht 
umkrystallisiert werden, jedoch ergab ein Mischschmelzpunkt 
dieses Rohproduktes mit dem durch Reduktion des Oxymethens 
erhaltenen 4,3’,5’-Trimethyl-3,4’-didithyl-5-oxypyrromethan (vg, 
S. 156) keine Depression. Die Mutterlauge dieser Krystallisation 
wurde mit mehr Petrolaither versetzt und beim langeren Stehen 
erschienen nun einige schén ausgebildete rhomboedrische Krystalle. 
die deutlich positive Ehrlichsche Reaktion gaben und bei 115° 
schmolzen. Zur weiteren Reimigung und zur Analyse reichte das 
Material leider nicht aus. Sicherlich hegt hier das 4,3’-Dimethy|- 
3,4’-diiithyl-5-oxy-pyrromethan vor. 

Umsetzung des bromierten Acetylpyrromethens!) mit Kalium- 
acetat (X). 10 ¢ Brommethen und 10g wasserfreies Kaliuin- 
acetat werden in 850 ccm Hisessig 1 Stunde gekocht. Berm Er- 
kalten scheidet sich das Oxymethen sehr rasch in krystallisierten 
Zustand, aber mit einer dunklen Verunreiigung zusammen aus. 
Nach einigem Stehen saugt man ab und wischt gut mit Wasser 
aus. Beim Kinengen der Kisessigmutterlauge erhalt man nur noc!) 
eine geringe Menge weiteren Oxymethens. Die Gesamtausbeute 
an Rohprodukt betrigt 5,5—6 g. Wegen der Schwerldéslichkeit des 
K6rpers in allen organischen Lésungsmitteln konnte die Reinigung 
nur durch tagelanges Extrahieren mit Chloroform bewerkstelligt 
werden. Man erhilt so mattgelbe kleme Blattchen, die bis 300° 
nicht schmelzen. Die Gmelinsche Reaktion ist negativ. Die 
Analyse zeigt, daB von den 1m Methen enthaltenen 4 Bromatomen 
(vom Brom des angelagerten HBr abgesehen) nur eines gegen OH 
ausgetauscht ist, jedoch diirfte auf Grund des zu hohen Kohlen- 
stoff- und des zu miedrigen Bromwertes noch ein bromarmeres 
Oxymethen beigemengt sein. 


4,575 mg Subst.: 5,960 mg CO,, 1,260 mg H,O. — 2,688 mg Subst.: 


0,132 eem N (18°, 718 mm). — 7,860 mg Subst.: 8,820 mg AgBr. 
C,,H,,N.O.Br, Ber. C 34,79 H 3,13 N 5,80 Br 49,65 
Gef. ,, 37,16 1» See » 5,44 », 47,75. 


Durch langdauernde Extraktion mit Aceton erhalt man den 
bromreichen Korper unverandert zuriick, wie eine Brombestimmung 


zelgte. 


1) Vgl. H. Fischer u. Scheyer, A. 434, 242 (1923); H. Fischer u. 
Biumler, A. 468, 58 (1929). 
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6,735 mg Subst.: 7,685 mg AgBr. 
C,,H,;N.0.Br, Ber. Br 49,65 Gef. Br 48,20. 


Behandlung des Oxymethens mit Zinkstaub-Eisessig (Xl). 0,5 ¢ 
Qxymethen aus bromiertem Acetylpyrromethen werden in 30 cem 
-jedendem Ejisessig mit 1,5 ¢ Zinkstaub versetzt; es tritt sofort 
Auflésung des Methens ein. Man kocht noch 10 Minuten weiter 
und filtriert die gelbe Loésung rasch in eine vorgewirmte Saug- 
flasche. Der auskrystallisierende goldgelbe Korper wird ab- 
cesaugt und auf der Nutsche mit Wasser ausgewaschen. Zur 
Reinigung extrahiert man mit Chloroform und erhiilt so lingliche 
blittechen vom Schmelzp. 297° unter Zersetzung. 

5,100 mg Subst.: 9,760 mg CO,, 2,085 mg H,O. — 4,150 mg Subst.: 
0.323 eem N (16°, 717 mm). — 6,810 mg Subst.: 4,080 mg AgBr. 

C,,H,;N,BrO, Ber. C 52,00 H 4,68 N 8,67 Br 24,74 
Gef. ,, 52,19 s5 4,97 .. 8,64 » 20,49. 


Bromierung des Oxymethens. 0.5 ¢ Oxymethen werden in 
2cem Eisessig mit 0,8 ecm emer Brom—Kisessigldsung (1 cem 
| «) entsprechend 1,2 Mol Br versetzt. Ohne HBr-Entwicklung 
tindet zunachst die Bildung emes gelben Krystallbreies, offenbar 
des Perbromides, statt; beim kurzen Erwirmen auf dem Wasser- 
bad tritt unter HBr-Entwicklung und Dunkelfairbung Loésung ein. 
\m nachsten Tage wurde das braune Reaktionsprodukt abgesaugt, 
das beim Kochen mit Pyridin gelbe, gebogene Nadeln lefert. Die 
Reimgung erfolgte durch Extraktion mit Eisessig. Die Gmelinsche 
Reaktion ist negativ. Nach der Brombestimmung ist in das Oxy- 
iiethen weiteres Brom eingetreten. 

3,020 mg Subst.: 2,335 mg AgBr. 

Gef. Br 32,90. 


Fir das Ausgangsmaterial ©,,H,,;N,BrO, Ber. 24,74 
C,,H,,N,Br,0, _,, 39,81. 


Versuch zur Darstellung von 2,4-Dimethyl-5-oxypyrrol. 10) ¢ 
z-Methyllavulinsdéureester!) wurden in alkoholischer Losung 16 Stun- 
den ohne Kithlung mit gasformigem Ammoniak behandelt. Nach 
mehrstiindigem Stehen im Eisschrank wurden 0,75 g (= etwa 7°/,) 
rein weiBes Produkt erhalten, das nach mehrmaligem Umkrystalli- 
sieren aus Chloroform einen unscharfen Schmelzpunkt von 245 bis 
260° zeigte. 


1) Bischoff, A. 206, 320 (1881); Zelinsky, Ber. chem. Ges. 20, 2017 
1887) 
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4,725 mg Subst.: 11,085 mg CO,, 3,480 mg H,O. — 3,675 mg Subst.. 
0,392 com N (18°, 716 mm). 
C,.H,.N202 Ber. C 64,86 H._ 8,10 N 12,61 
Gef. ,, 63,98 » Ot », 11,80. 


Molekulargewichtsbestimmung nach’ Rast: 


0,0118 g Substanz; 1,525 g Campher; A = 14°. 
Mol.-Gew.: Cy,HygN.0.% Ber. 222 Gef. 206. 


Kupfersalz der blauen Stufe des Atio-mesobilirubins.!) 20 1; 
des blauen Kérpers, in 3 cem Eisessig gelést, wurden auf dey 
Wasserbad mit siedender konzentrierter Kupferacetatlésung in 
Kisessig versetzt. Unter Farbumschlag nach Griin scheidet sic, 
ein violett glinzendes Kupfersalz in Form schéner Prismen oder 
Rhomben ab. Man erwirmt noch eine Viertelstunde, saugt ab), 
wischt mit Eisessig, mit viel heiBem Wasser, dann mit Alkoho! 
und Ather. : 

4,325 mg Subst.: 10,350 mg CO,, 2,405 mg H,O, 0,625 mg CuO. 
3,273 mg Subst.: 0,277 com N (16°, 717 mm). 

C,,H3,N,0,Cu Ber. C 66,44 H 6,48 Cu 11,35 N 10,01 

Gef. ,, 65,26 » Gwe »» 11,55 ~ wes. 

Die blaugriine Lésung in Eisessig, mit Alkohol verdiinnt, zeigt folgendes 


Spektrum: I. 700; Il. 655...; III. 585. 


Kupfersalz des ,,Koprobilirubins*. 50 mg Koprobilirubin werden 
in 5eem Methylalkohol mit so viel konzentriertem waBrige 





| 


Ammoniak versetzt, als eben zur Lésung notwendig ist. Dazu gibt | 


man in der Hitze einen UberschuB von Schweitzers Reagens. 


Es erfolgt Farbumschlag nach Blaugriin und beim Stehen itiber | 


Nacht vertieft sich die Farbe nach Blau. Man verdiinnt nun mit 
Wasser, unterschichtet mit Chloroform und séuert mit etwas tiber- 
schiissiger Essigsiiure an. Beim Durchschiitteln geht das Kupter- 
salz mit griinlich-blauer Farbe in das Chloroform; die wabBrige 


Schicht wird noch einige Male mit eisessighaltigem Chloroform | 


ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen der Chloroformlésung desti!: 
liert man das Chloroform ab: aus dem zuriickbleibenden Eisessiz 


krystallisiert beim lingeren Stehen das Kupfersalz in schonen.} 


hlauen, violett glinzenden Nadeln vom Schmelzp. 300°. 


4,065 mg Subst.: 8,165 mg CO,, 1,810 mg H,O, 0,580 mg CuO. 
C,;H3,N,0,9Cu Ber. C 56,92 H 5,19 Cu 8,62 
Gef. ,, 54,78 » 4,98 », 11,40. 
Spektrum in eisessighaltigem Chloroform: 
I. 690; II. 635; IL]. 585. 


1) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 206, 187 (1932). 
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Kupfersalz des synthetischen Mesobilirubins. 50 mg syntheti- 
sches Mesobilirubin werden in 5 cem Alkohol enit einigen Tropfen 
Ammoniak in Lésung gebracht und auf dem Wasserbad mit 
Schweitzers Reagens versetzt. Die tief griine Lésung, die beim 
Stehen iiber Nacht eine griinblaue Farbe annimmt, wird, wie dies 
beim Kupfersalz des Koprobilirubins beschrieben ist, aufgearbeitet. 
Das Kupfersalz erscheint aus der eingeengten Chloroform-Hisessig- 
lssung schon in der Wirme in Form schéner blaugriiner Nadeln 
mit violettem Glanz und 1éBt sich durch Loésen in wenig Pyridin, 
Versetzen mit Eisessig und Filtrieren gut umkrystallisieren. 


4,525 mg Subst.: 9,460 mg CO,, 2,140 mg H,O, 0,660 mg CuO. 


C53H3.N,O,Cu Jer. C 60,93 H 5.89 Cu 9.78 
Gef. ,, 57,02 ». 0,29 ». 11,60. 


Spektrum der Kisessig-Chloroformlésung: 
I. 690 ...; II. 635; III. 585. 
Reihenfolge der Intensitat: I, I, II. 


2-Chlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol (XII). 5 g@ 
reines 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbithoxypyrrol werden in 20 cem 
absolutem Ather suspendiert. Dann liBt man 2,2 cem (= 1,1 Mol) 
Sulfurylehlorid langsam unter Umschwenken und Wasserkithlung 
zutropfen. Allmahlich tritt Aufl6sung ein und schlieBlich erstarrt 
alles zu einem Krystallbrei. Nach dem Umkrystallisieren aus 
Benzol erhalt man in fast quantitativer Ausbeute den Monochlor- 
korper in Form farbloser prismatischer Nadeln vom Schmelzp. 119°. 

I. 4,400 mg Subst.: 9,030 mg CO,, 2,335 mg H,O. — II. 4,695 mg Subst. : 
9,565 mg CO,, 2500 mg H,O. — I. 4,160 mg Subst.: 0,214 cem N (17°, 707 mm), 

[. 5,615 mg Subst.: 2,705 mg AgCl. — II. 3,390 mg Subst.: 1,590 mg AgCl. 
- If. 3,942 mg Subst.: 4,095 mg AgJ. 


C,,H,,NCIO, 
Ber. C 54,19 H_ 5,79 N 5,75 Cl 14,56 OC,H, 18,47 
Gef. I. ,, 55,97 ., 0,94 » 90,63 yy Se a 
» II. ,, 55,68 », 9,97 . » 11,60 me 19,93. 


2-Oxymethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxy-pyrrol. 1 ¢ 2-Chlor- 
methyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbithoxypyrrol wird in 200 cem 
Wasser auf dem siedenden Wasserbad 1 Stunde erwiirmt; die 
Substanz schmilzt zusammen und wird beim Erkalten allméahlich 
wieder fest (vgl. S. 162). Ein klemer Anteil krystallisiert aus der 
wiBrigen LOsung in derben Prismen aus. Dieser Koérper ist halogen- 
fre. und schmilzt nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform— 
Petrolather bei 123°. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 


1] 
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4,910 mg Subst.: 10,735 mg CO,, 3,045 mg H,O. — 3,980 mg Subst.: 
0,225 com N (17°, 727,mm). — 6,200 mg Subst.: 6,670 mg AgJ. 
C,,H,;NO, Ber. C 58,63 H 6,72 N 6,22 OC,H,; 19,99 
Gef. ,, 59,63 »» 6,94 », 6,36 y 20,64. 


4, 4'-Dimethy]-3, 3’-diacetyl-5, 5’-dicarbathoxy-pyrromethan (XIII). 
Der beim Verkochen des Monochlorkérpers erhaltene wasser- 
unldésliche Riickstand (vgl. 8. 161) wird mit Alkohol verrieben; der 
dabei erhaltene alkoholunlésliche Anteil krystallisiert aus Eisessig 
in farblosen prismatischen Tafeln vom Schmelzp. 200°. 
5,125 mg Subst.: 11,795 mg CO,, 3,010 mg H,O. — 4,168 mg Subst.: 
0,265 com N (19°, 712 mm). — 6,292 mg Subst.: 7,030 mg AgJ. 
Cy,H.,N.O, Ber. C 62,65 H 6,52 N 697 OC,H, 22,38 
Gef. ,, 62,77 » S87 »» 7,03 vs 21,43. 


2-Athoxymethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbaithoxypyrrol. 0,5 ¢ 
2-Chlormethyl-38-acetyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol werden in 
iithylalkoholischer Lésung 2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. 
Nach dem Einengen erhalt man beim Versetzen mit etwas Wasser 
farblose Nadeln, die nochmals aus Alkohol—Wasser umkrystallisiert 
wurden. Lange, prismatische Krystalle vom Schmelzp. 92°. 


5,250 mg Subst.: 11,870 mg CO,, 3,365 mg H,O. — 3,780 mg Subst.: 
0,188 com N (13°, 723 mm). — 4,555 mg Subst.: 8,260 mg AgJ. 
C,3H, NO, Ber. C 61,62 H 7,56 N 5,53 OC,H,; 35,55 
Gef. ,, 61,66 ~ ae »» 5,76 » 934,78. 


Umsetzung von 2-Chlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol 
mit Anilin. 0,5 g Monochlork6érper werden in titberschiissigem Anilin 
30 Minuten auf dem Wasserbad erwirmt. Der beim EingieBen in 
Wasser ausfallende schwach gelb gefarbte Kérper wird mit Chloro- 
form—Soda_ behandelt; die Chloroformlésung ist dann intensiv 
orange gefirbt und zeigt deutliche Griinfluorescenz. Aus der ein- 
geengten Lésung erhalt man mit Petrolather einen goldgelben K6rper 
in kugeligen Krystallaggregaten. Zur Analyse wurde nochmals aus 
Chloroform—Petrolather umkrystallisiert. Schmelzp. 204—205°. 


5,205 mg Subst.: 13,100 mg CO,, 2,985 mg H,O. — 4,425 mg Subst. : 
0,333 com N (16°, 717 mm). 
C,-H,.N205 Ber. C 68,42 H 6,08 N 9,40 
Gef. ,, 68,64 », 6,42 »» 8,35. 


Die griin fluorescierende Lésung in Alkohol wird beim Ver- 
setzen mit alkoholischer Eisenchloridlésung gelbbraun und verliert 


ihre Fluorescenz. 
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Synthese eines Koprobilirubins und Vorarbeiten zur Bilirubinsynthese. 168 


2-Dichlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbaithoxypyrrol (XIV). Zu 
einer Suspension von 5g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbathoxy- 
pyrrol in absolutem Ather ]éBt man 5,85 cem Sulfurylchlorid 

3 Mol) zuflieBen. Nach Beendigung der Reaktion krystallisiert 
alsbald der Chlorkérper in emer Ausbeute von 3,2—3,5 g aus. 
Nach einmaligem Umkrystallisieren aus Benzol erhailt man rhom- 
bische Tafeln vom Schmelzp. 158°. 

6,110 mg Subst.: 10,725 mg CO,, 2,640 mg H,O. — 3,260 mg Subst.: 
0,164 com N (16°, 719 mm). — 5,365 mg Subst.: 5,880 mg AgCl. 

C,,H,,;NClLO, Ber. C 47,48 H4,71 N 5,04 Cl 25,51 

Gef. ,, 47,87 » 4,83 »» 5,62 » 24,81. 


2-Formyl]-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxypyrrol. Beim Kintragen 
des Dichlorkérpers in viel heiBes Wasser verwandelt er sich rasch 
in ein diinnfliissiges Ol; man erwarmt noch einige Minuten auf dem 
Wasserbad und erhalt dann beim Abkithlen den Aldehyd in Form 
langer, farbloser Nadeln vom Schmelzp. 103°. Der nicht in Lésung 
vegangene Olige Anteil wird beim Erkalten fest und lefert nach 
dem Umkrystallisieren aus Alkohol-Wasser ebenfalls den Aldehyd. 


3,882 mg Subst.: 8,425 mg CO,, 2,190 mg H,O. — 3,921 mg Subst.: 
0.225 eem N (19°, 720 mm). 
C,,H,,NO, Ber. C 59,20 H_ 5,83 N 6,27 


Gef. ,, 59,19 » 6,31 »5 6,35. 


Dioxim. 0,2 g Aldehyd, in wenig Alkohol gelést, werden mit 
einer mittels Soda neutralisierten waéBrigen Loésung von 0,5 g 
Hydroxylaminchlorhydrat tiber Nacht stehen gelassen. Beim Ein- 
engen krystallisiert das Oxim bereits in der Hitze in Form derber 
Prismen aus. Nach dem Umkrystallisieren aus Alkohol—Wasser 
schmilzt der K6érper bei 193°. 

4,385 mg Subst.: 8,450 mg CO,, 2,420 mg H,O. 
0,520 cem N (17°, 729 mm). 

C,,H,;N,0, Ber. C 52,14 H5,98 N 16,60 
Gef. ,, 52,56 » OF »» 15,94. 


3,683 mg Subst.: 





2-Formyl-3-acetyl-4-methyi-5-carbathoxypyrrol und Hydrazinhydrat 
(XV).1) 0,1 g Aldehyd, in Alkohol suspendiert, werden mit 0,5 g 
Hydrazinhydrat 3 Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Das 
Reaktionsprodukt wird abgesaugt und aus viel Alkohol um- 
krystallisiert. Die Analyse deutet auf die Bildung eines Pyrid- 
azinderivates und die Entstehung des Hydrazides in 5-Stellung. 


1) Vgl. auch H. Fischer, Beyer u. Zaucker, A. 486, 55 (1931). 
13° 
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3,808 mg Subst.: 





1,595 mg Subst.: 8,790 mg CO,, 2,295 mg H,O. 
1,080 com N (17°, 729 mm). 


C,H,,N,;O Ber. C 52,65 H_ 5,41 N 34,14 
Gef. ,, 52,28 ,, 5,60 5» Oh 4. 


Chlorkorper aus 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol und 4 Mo] 
Sulfurylchlorid (XVI). Versetzt man eine Suspension von 1 ¢ 
Acetylpyrrol in absolutem Ather mit 1,5 cem SO,Cl, (= 4 Mol), 
so tritt nach Beendigung der Reaktion keine Ausscheidung eines 
Chlorkérpers ein; beim Abdampfen des Athers hinterbleibt ein 
gelbes Ol, das nicht zur Krystallisation gebracht werden konnte. 
Ks wurde mit Alkohol aufgenommen und, um eine evtl. ent- 
standene —CCl,-Gruppe in die Carbithoxygruppe whberzufiihren, 
1 Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Die Losung riecht dann deut- 
lich nach Kssigester, was auf erfolgte Abspaltung der Acetylgrupp: 
hinweist. Beim Eimengen der Lésung krystallisierten 0,3 g eines 
gelben Korpers in Form von abgeschragten Prismen, die aus [His- 
essig umkrystallisiert wurden. Schmelzp. 193°. 





5,100 mg Subst.: 9,905 mg CO,, 2,400 mg H,O. 3,262 mg Subst.: 
0,221 cem N (17°, 721 mm). — 4,830 mg Subst.: 3,625 mg AgCl. — 4,970 mg 
Subst.: 6,115 mg AgJ. 


C,H, N,C1,0, 
Ber. CC 52,98 H 4,71 N 7,27 Cl 18,42 OC,H, 23,38 
Gef. ,, 52,97 » 9,26 ~~ ee ss 1ee7 - 23,58. 


Versuche zur Bromierung von 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-carbathoxy- 
pyrrol. 1 ¢ Acetylpyrrol, in 4 ccm Eisessig suspendiert, wird mit 
1 Mol Brom versetzt. Beim Erwirmen auf dem Wasserbad gelit 
unter Rotfarbung und HBr-Entwicklung alles in Lésung, beim 
Erkalten tritt Krystallsation ein. Das Reaktionsprodukt_ stellt 
einen schwach gelblich gefarbten Korper dar, der sich aus Kisessig 
umkrystallisieren ]4Bt und nun bei 179° unter Zers. (unscharf) 
schmilzt. Mit reinem Acetylpyrrol tritt keme Schmelzpunkts- 
depression ein; offenbar liegt ein Gemisch vor. 

3eim Kochen dieses Reaktionsproduktes mit Alkohol geht der 
grote Teil in Lésung; ein kleiner Anteil scheidet sich jedoch schon 
in der Hitze in Form kleiner gelber Wiirfel vom Schmelzp. 229° 
(unter Dunkelfaérbung und Zers.) ab. Beim Einengen der alkohio- 
lischen Mutterlauge erhilt man unverdndertes Acetylpyrrol zu- 
riick. Der gelbe Bromkoérper (Beilstein positiv!) stellt vielleicht 
das Analogon zu dem aus Acetylpyrrol und 4 Mol SO,CI, nach 
dem Verkochen in Alkohol erhaltenen Produkt (XVI) dar. 
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Kondensation von 2-Chlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxy- 
pyrrol mit Kryptopyrrol. 1 ¢ Monochlorkérper und 0,5 g Krypto- 
pyrrol werden in benzolischer Lésung auf dem Wasserbad erwiirmt. 
Nach 5 Minuten beginnt die Ausscheidung eines krystallisierten 
Kérpers; man kocht noch 3/, Stunde weiter und krystallisiert das 
schwach gelb gefirbte Reaktionsprodukt durch Acetonextraktion 
um. Schone farblose prismatische Nadeln, die sich bei 282° unter 
Braunfaérbung zersetzen. Beilstein positiv. Der Korper ist leicht 
lislich in kaltem Wasser, in Alkohol und Hisessig; schwer in Ather, 
Petrolather, Aceton und Benzol. Nach den analytischen Werten 
eutstand der Kérper aus 1 Mol Monochlorpyrrol und 1 Mol Krypto- 
pyvrrol unter Austritt von 1 Mol Wasser. Dammit stimmt auch das 
aus dem gefundenen Athoxylwert errechnete Mol.-Gew. 365 (ber. 
348,7) tberein. 





4,820 mg Subst.: 11,495 mg CO,, 2,990 mg H,O. 3,248 mg Subst.: 


0.233 eem N (18°, 731 mm). — 2,858 mg Subst.: 1,185 mg AgCl. — 3,907 mg 
Subst.: 2,505 mg Ag J. 
C,9>H.,N,CIO, 
Ber. C 65,39 H 7,23 N 8,04 Cl 10,17 OCH, 12,91 
Gef. ,, 65,04 » 6,94 » 8,11 »» 10,26 - 12,30. 


Kondensation von 2-Chlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxy- 
pyrrol mit Kryptopyrrolearbonsaure. Zu 1.7 ¢ in Benzol geléstem 
Monochlorkérper wird 1 g in wenig Alkohol geléste Kryptopyrrol- 
carbonsiure gegeben und auf dem Wasserbad erwiirmt. Die an- 
fangs erscheinenden bréunlichen Schmieren gehen bei langerem 
Kochen in Lésung. Nach dem Einengen auf 20 cem krystallisierten 
0.2 o¢ Kondensationsprodukt aus. Zur Reinigung wurde erst mit 
\ther extrahiert, wobei braune Verunreinigung in Lésung ging, 
uid dann mit Aceton, aus welchem der Korper als farbloser, 
voluminoser, aus feinen, verfilzten Nadeln bestehender Nieder- 
schlag erschien. Zur Analyse wurde nochmals mit Aceton extra- 
hiert. Zers.-P. 200°. Der Korper ist leicht l6sheh in Wasser, Alkohol 
und Kisessig, schwer in Ather und Petrolither. Die Analysenwerte 
stimmen nicht befriedigend auf ein Kondensationsprodukt aus je 
| Mol der beiden Pyrrole unter Austritt von 1 Mol Wasser. Der 
Propionsiurerest ist offenbar verestert worden und das Defizit im 
Kohlenstoff vielleicht auf unvollstandige Veresterung zuriick- 
zifiihren. 


4,405 mg Subst.: 9,795 mg CO,, 2,790 mg H,O. — 4,355 mg Subst.: 
0.257 eem N (21°, 730 mm). — 4,610 mg Subst.: 1,550 mg AgCl. 5.490 mg 


Subst.: 5,085 mg AgJ. 
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C,,H,,N,ClO, 
ser. © 62,75 H695 N666 C1843  OC,H, 21,49 
Gef. ,, 60,64 », 7,08 », 6,58 »» 8,00 ” y Beep 


Kondensation von 2-Chlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxy- 
pyrrol mit Opsopyrrol. Aquimolekulare Mengen des Monochlor- 
pyrrols und Opsopyrrols werden in benzolischer Lésung auf den 
Wasserbad erwirmt; es tritt Rotfarbung ein und nach 20 Minuten 
fillt ein Korper aus, der aus wenig Alkohol umkrystallisiert in 
farblosen prismatischen Nadeln erhalten wird. Sechmelzp. 337° 
unter Zers. Khrlichsche Reaktion negativ, Beilstein positiv. Der 
Korper ist in kaltem Wasser ziemlich leicht léslich. 


4,700 mg Subst.: 10,515 mg CO,, 2,985 mg H,O. — 4,290 mg Subst. 
0,320 com N (19°, 732 mm). — 4,250 mg Subst.: 1,705 mg AgCl. — 4,285 mz 
Subst.: 2,945 mg AgJ. 

C,H. 3N,ClO, 
Ber. C 64,54 H. 6,93 N 8,37 Cl 10,59 OC,H, 13,44 
Gef. ,, 61,02 i », 8,40 » 9,92 » 138,18. 


Verseifung des Kondensationsproduktes aus Monochlor-acetylpyrrol 
und Opsopyrrol. 0,1 g Kondensationsprodukt, m Alkohol aui- 
geschliimmt, werden mit 10°/,iger Natronlauge einige Stunden 
auf dem Wasserbad erwarmt, bis vollstiéndige Losung erfolgt ist. 
Mit verdiinnter Salzséure fallt die schwach gelblich gefarbte 
Siiure aus, die aus KHisessig in farblosen Prismen krystallisiert. 
Die KEhrlichsche Reaktion ist negativ, Beilstein positiv. In 
gréoBeren Mengen kaltem Wasser ist die Saéure léslich, etwas schwerer 
in kaltem Alkohol. Die Analyse spricht auch hier fiir ein Konden- 
sationsprodukt aus je 1 Mol der beiden Pyrrole unter Austritt von 
1 Mol Wasser. 

4,558 mg .Subst.: 10,390 mg CO,, 2,600 mg H,O. — 3,705 mg Subst.: 
0,304 cem N (18°, 731 mm). — 7,220 mg Subst.: 3,180 mg AgCl. 

C,,H,N.CIO, Ber. C 62,61 H6,25 NQ9,14 Cl 11,56 

Gef. ,, 62,17 » 6,38 » 9,25 »» 10,90. 


Bromierung von 2-Dichlormethyl-3-acetyl-4-methyl-5-carbathoxy- 
pyrrol. 1 ¢ Dichlorkérper, in 3 ccm absolutem Ather suspendiert, 
wird mit 0,7 cem einer Brom—Kisessiglésung (1 cem Lésung = 1 g 
Brom), entsprechend 1,1 Mol Br versetzt. Die Reaktion tritt erst 
nach etwa 5 Minuten spontan unter Auflésung des Chlork6érpers 
und HBr-Entwiecklung ein. Beim Eindunsten der Losung in der 
Krvstallisierschale hinterbleibt das Reaktionsprodukt in Form 
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yon prismatischen Krystallen, die nach dem Umkrystallisieren aus 
Benzol den Schmelzp. 112° besitzen. 


4,637 mg Subst.: 5,690 mg CO,, 1,340 mg H,O. — 4,335 mg Subst.: 
0,144 cem N (16°, 719 mm). — 5,600 mg Subst.: 7,185 mg AgCl + AgBr. 
C,H, )NBrCl,O, 


Ber. C 34,29 H 3,20 N 4,45 Br 25,38 Cl 22,52 
Gef. ,, 33,47 i ae op eee Cl 31,74 (ber. auf Br 54,61). 


Das Bromierungsprodukt wurde 10 Minuten mit Alkohol ge- 
kocht; aus der eingeengten Loésung krystallisiert ein farbloser 
Kérper, der nach dem Umkrystallisieren aus Chloroform—Petrol- 
ither kurze Prismen vom Schmelzp. 108—109° liefert. 


4,505 mg Subst.: 7,910 mg CO,, 1,815 mg H,O. — 3,570 mg Subst.: 
0,164 com N (17°, 722 mm). — 5,685 mg Subst.: 3,225 mg AgCl + AgBr. — 
3,405 mg Subst.: 2,960 mg AgJ. 

C,,H,.NBrO, 
Ber. C 46,15 H 4,23 N 4,90 Br 27,94 LOC,H, 15,73 
Gef. ,, 47,89 ys 45 » 5813 Cl 14,04 OC,H, 16,67 


(ber. auf Br 24,14). 
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Uber Leberautolyse. 


(Vergleichend morphologische, physikalisch-chemische 
und chemische Untersuchungen.) 


Von 


W. Laves und E. Schadendorff. 


(Aus den Instituten flr gerichtliche Medizin u. medizinische Chemie der Universitat Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1932.) 


fm Jahre 19380 konnte der eine von uns (Laves!?) ititber Unter- 
suchungen zum postmortalen Abbau von Kernchromatinen und 
Plasma der Leberzellen berichten, bei welchen die Verainderungen 
der morphologischen Eigentiimlichkeiten und das Verhalten der 
histologisch bestimmbaren Umiladepunkte (I..P.) dieser Zell- 
bestandteile vergleichend verfolgt worden war. Die Bestimmung 
der [..P. der in Paraffinschnitten alkoholfixierten normalen 
bzw. durch Autolyse und Féulnis verinderten Lebergewebes ent- 
haltenen [Xolloide erfolgte mit Hilfe der ,,Farbstoffadsorptions- 
methode’ von Pischinger.?) Es ergab sich im wesentlichen 
unter den Bedingungen der eingehaltenen Technik, daB mit dem 
postmortalen, morphologischen Zerfall der Zellstrukturen eime 
gegeniitber den Normalwerten nach der alkalischen Seite gerichtete 
Versehiebung der Lage ihrer J.E.P. vor sich geht. Der elektro- 
negative Charakter der einzelnen Zellelemente nimmt 
also mit fortschreitender Autolyse und Féaulnis ab. 
Schon im Verlaufe dieser Arbeit war es beabsichtigt, die morpho- 
logischen und physiko-chemischen Befunde durch analytisch- 
chemische Untersuchungen zu ergiinzen. Hierdurch sollte eine 
weitere Stiitze dafiir erbracht werden, da’ die histologische Be- 
stimmung der Umladepunkte zu einer exakten zahlenmaBigen 
Definition bisher nur beschreibbarer morphologischer Eigen- 
schaften von Zell- und Gewebsbestandteilen beitrigt und so em 
neues Bindeghed zwischen Pathohistologie und physiologischer 
Chemie von Eiweibzerfallsvorgingen in Geweben darstellt. 


1) Virchows Arch. 279, 618 (1930). 
*) Z. Zellforschg. 3, 169 (1926). 


























Uber Leberautolyse. 


Methodik. 


A. Allgemeines. Bisher ging man bei derartigen Untersuchungen in 
der Regel so vor, daB ein Teil des Organmaterials chemisch-analytisch, ein 
anderer Teil morphologisch ausgewertet und die Ergebnisse einander gegeniiber- 
vestellt wurden. Der Nachteil dieses Vorgehens bestand darin, daB sich aus den 
Analysenergebnissen keine Riickschliisse auf die Lokalisation der Abbau- 
vorginge ziehen lieBen, waihrend die histologischen Struktur- und Farbungs- 
bilder keine direkten Aufschliisse tuber die chemischen Veranderungen der 
(:ewebe gaben. Bei der methodischen Durchfiihrung unserer Untersuchungen 
wurde von folgender Uberlegung ausgegangen: 

Wenn man menschliche oder tierische Gewebe in einem Fixiermittel z. B. 
in absolutem Alkohol hartet, so kommt es einerseits zu einer Fillung aller 
alkoholkoagulablen Substanzen, andererseits werden alle alkoholléslichen Stoffe 
extrahiert. Es ergibt sich mithin ein Riickstand und ein Extrakt. Die oben 
erwahnten fritheren Untersuchungen beschaftigten sich nur mit dem morpho- 
logischen und physiko-chemischen Verhalten der in dem alkoholextrahierten 
normalen und postmortal verainderten Lebergewebe enthaltenen Struktur- 
hestandteile, wahrend die Extrakte verworfen wurden. Die bei der Autolyse 
von Lebergewebe entstehenden Spaltprodukte der nativen EiweiBkérper, 
besonders die Aminosauren, unterscheiden sich nun von den ersteren bekannt- 
lich unter anderem dadurch, da sie nicht mehr koaguliert werden kénnen. 
Is lag daher nahe, die Extrakte normalen und autolytisch verinderten Leber- 
vewebes auf ihren Gehalt an EiweiBabbauprodukten vergleichend zu unter- 
suchen, und die Analysenergebnisse zu dem an den Riickstainden histologisch 
bestimmten Verhalten der Strukturen und der Umladepunkte der Zellkolloide 
in Beziehung zu setzen. 

Zu den Untersuchungen dienten die Lebern von Ratten und Meer- 
schweinchen. Nach Tétung der Tiere durch Nackenschlag wurden die Kadaver 
auf Tieroperationsbrettchen ausgespannt, die vorher rasierten Bauchdecken 

eroffnet und die Leber steril entnommen. Unter Wahrung aseptischer Kautelen 
wurden diese dann in erbsen- bis linsengroBe Stiickchen zerkleinert und bis auf 
cine kleine Menge, die wir sofort in 10°/,iger Formollésung fixierten, in 3 bis 
{ Portionen geteilt. Jede derselben wurde in sterile Reagenzglischen ein- 
vewogen. Von jeder Leber wurde eine Portion sofort mit absolutem Aikohol 
versetzt, zu den iibrigen Praparaten fiigten wir je 1 cem destilliertes Wasser 
ind 0,4 eem Chloroform und lieBen die Organteile im Thermostaten bei 38° C 
verschieden lang autolysieren. Nach Beendigung der Autolyse erfolgte dann 
die Extraktion der Leberteile dreimal je 12 Stunden lang unter Umschiitteln 
mit absolutem Alkohol bei Zimmertemperatur. Die drei filtrierten Alkohol- 
extrakte wurden in einem MeBkolben gesammelt und mit absolutem Alkohol 
bis zur Marke aufgefiillt. Diese Lésung diente fiir die weiteren chemischen 
Untersuchungen. SchlieBlich wurde je ein Teil des alkoholextrahierten Leber- 
cewebes zur histologischen Untersuchung beziiglich des Verhaltens der Struk- 
turen und der elektrostatischen Eigenschaften der Leberzellen reserviert, der 
Rest des Materiales bei 120°C im Trockenschrank bis zur Gewichtskonstanz 
trocknet und in der Achatreibschale zerkleinert. 

Wir waren uns von vornherein bewuBt, da die erwahnte GréBe der 
Cewebsstiickehen einerseits den Ablauf der Autolyse etwas hemmen und 
indererseits eine vollig gleichmaBige Extraktion des Materiales durch den ab- 
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soluten Alkohol nicht zulassen wiirde. Da es sich jedoch darum handelte, das 
autolysierte und alkoholfixierte Lebermaterial mikroskopisch weiter zu unter. 
suchen, so durfte die angefiihrte Stiickchengré6Be aus Griinden der histo. 
logischen Technik nicht unterschritten werden. 

3. Histologische Untersuchung des Lebergewebes. Gefrierschnitt» 
des in Formalin geharteten Materials wurden mit Hamalaun- und Fettponceay 
zum Nachweis der Neutralfette behandelt. Die alkoholgeharteten Stiickchen 
betteten wir iiber Benzolparaffin in Paraffin ein. Schnittdicke 4 4, Schnitt- 
firbung mit Himatoxylin—Eosin, EKisen—Haimatoxylin van Gieson; Glykogen- 
nachweis nach Langhans. Zur histologischen Bestimmung der Lage der Um- 
ladepunkte der in den Schnitten enthaltenen Kolloide dienten gepufferte 
Losungen von reinstem basischem Methylenblau und saurem Krystallponceau, 
Farbkonzentration m,/500 in Pufferlésungen von n/100-Natriumacetat (Anionen- 


konstanz) und I n-Essigsiure nach der Vorschrift von Pischinger.!) Fir- 

bungsdauer der entparaffinierten Schnitte 10 Minuten, dann rasches Abspiilen § 

mit Pufferlésung gleicher Konzentration, Fixierung des Methylenblaus mit 

4° ,iger Ammoniummolybdatlésung (Bethe?*), rasches Entwassern und Ein- 

schluB in Balsam. Die Bestimmung der Umladepunkte der einzelnen Gewebs § 

bestandteile erfolgte auf Grund des Verhaltens ihrer Farbstoffadsorption nach | 

bereits an anderer Stelle von Pischinger!) und Laves®) ausfiihrlich er- ' 

érterten Gesichtspunkten. Die auf diese Weise ermittelten Werte fiir die 

Lage der I.E.P. gelten fiir die eingehaltenen Bedingungen und besitzen unter 

diesen Vergleichswert. ‘ 
C. Chemische Untersuchung der Riickstande. In den Extrakten er- 

folgte die Carboxylgruppentitration nach Willstatter*), die Bestimmung des g 

Amino-N nach Van Slyke), die des Gesamt-N nach Kjeldahl und im ge- 

trockneten Riickstand die des Gesamt-N nach Kjeldahl. f 
Die sonst zum Nachweis von EiweiBabbau angewandte Formoltitration 

nach Sérensen®) erlaubt die Summe der Carboxylgruppen der Peptide und | 

Aminosiuren zu bestimmen. Die erweiterte stufenweise Formoltitration von 

Henriques und Sérensen’) ist wohl fiir die peptische und tryptische Ver- \ 


dauung von grobem Werte, jedoch hatte sie in den alkoholischen Extrakten 
nicht mehr als Schatzungen geliefert; aus diesem Grunde kam die Formo!- 


titration nicht in Frage. Die Amino-N-Bestimmung wurde gasvolumetrisch ‘ 
nach der Mikromethode von Van Slyke ausgefiihrt. Da es nur auf den Naclhi- 
weis einer Vermehrung der freien Aminogruppen ankam, wahlten wir eine § 


Reaktionsdauer von 5 Minuten. Die Gesamt-N-Bestimmung wurde im Mikro- | ( 

kjeldahlapparat nach Pregl*) ausgefiihrt. ( 
AuBerdem stellten wir qualitative Vergleiche iiber den Gehalt an freieim 

Phosphat und Gesamtphosphor (nach Oxydation der organischen Kom- 


1) Pfliigers Arch. 217, 205 (1927). ' 
2) Anat. Anz. 12, 438 (1896). 

3) Frankf. Z. f. Path. 438, 283 (1932). ‘ 
'!) Abderhalden, Handb. d. biol. Arb.-Meth. I, Teil 7, 236. ’ 
°) Ber. chem. Ges. 54, 2988 (1921). 

8) Biochem. Z. 7, 43 (1907); 25, 1 (1910); Diese Z. 64, 120 (1910). C 


7) Diese Z. 63, 27 (1909); 71, 485 (1911); 75, 363 (1911). 
5) Quantitative organische Mikroanalyse, Berlin 1930, 120. } 
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ponenten) zwischen den Extraktlésungen normalen und autolytisch veranderten 
Gewebes an. 

Was die Aufzeichnung der Versuchsergebnisse betrifft, so wurden nur die 
mikroskopisch-morphologischen Befunde kurz beschrieben. Alle iibrigen 
Resultate, und zwar sowohl diejenigen der histologischen Ermittlung der Um- 
ladepunkte von Kernen und Plasma der Leberzellen, als auch die der chemischen 
Analysen wurden in der Tabelle zusammengestellt. 


Histologisch-morphologische Befunde. A. Lebern von Ratten 
(Versuch 1—5) und Meerschweinchen (Versuch 6) in gutem Er- 
nihrungszustande. 


Versuch 1. a) Im agonal entnommenen Lebergewebe _histologisch 
vollig normale Verhaltnisse. Geringer Gehalt der Leberepithelien an Neutral- 
fetten und Glykogen. 

b) Nach einer Autolysedauer von 4 Stunden 35 Minuten ist die Liippehen- 
zeichnung im allgemeinen noch gut erhalten. Die einzelnen Driisenzellen 
sind unscharf gegeneinander abgegrenzt. Das Plasma der Leberepithelien ist 
teils homogenisiert, teils erscheint es vakuolig oder flockig verandert. Die 
\ernmembranen sind unscharf, beginnende Kariolyse und Pyknose wird nach- 
weisbar. Kupfersche Sternzellen o. B. 

c) Nach 12!/,stiindiger Autolyse finden sich fast dieselben Ver- 
hailtnisse, nur an einzelnen Stellen erscheinen Pyknose und Kariolyse der Kerne 
stirker ausgebildet. 

Versuch 2. a) Beziiglich des agonal entnommenen Lebergewebes kann 
auf Versuch la) verwiesen werden. 

b) Nach 5 bzw. 6stiindiger Autolyse entspricht der mikroskopische I 
fund demjenigen des Versuches 1b). 

c) Nach 24stiindiger Autolyse: Lebergewebsstruktur noch gut erhalten. 
Driisenzellen sehr unscharf gegeneinander abgerenzt, Plasma homogenisiert, 
farbt sich intensiv mit Eosin. Kerne durchwegs hochgradig verandert, im Sinne 
von Pyknose, Kariolyse und herdférmigem Zerfall. 


se- 


Versuch 3. a) Agonal entnommenes Lebergewebe wie im Versuche I a). 

b) Im morphologischen Bilde der 6 bzw. 7 Stunden autolysierten Gewebs- 
stiickchen finden sich groBe Unterschiede. Die Zerfallsvorgainge der Strukturen 
nach 6stiindiger Autolyse waren sehr weit fortgeschritten. Die Lappchenstruk- 
tur kaum noch erkennbar, stellenweise nur mehr das bindegewebige Stiitz- 
veriist erhalten. Die Reste der Leberzellen erscheinen homogenisiert, Kerne 
vroBtenteils fehlend (Kernliicken) oder pyknotisch veraindert, bzw. im Zerfall 
begriffen. 

c) In den Praparaten des 7 Stunden lang autolysierten Lebergewebes ist 
die Struktur noch gut erhalten, Kerne und Plasma der Driisenzellen weisen im 
wesentlichen dieselben Verainderungen wie im Versuche 1c) auf. 

Auf die Ursachen dieser auffalligen Differenzen zwischen der Autolyse- 
dauer und dem Grade der morphologischen bzw. der physikalisch-chemischen 
Veranderungen (Tabelle) wird spater eingegangen. 

Versuch 4. Die morphologischen Befunde entsprechen im wesentlichen 
den unter Versuch 1 a) und 2c) beschriebenen. 

Versuch 5. Im agonal entnommenen Lebergewebe normale Verhiltnisse. 
Nach 48stiindiger Autolyse Veranderung des Lebergewebes wie im Versuche 3b). 
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Versuch 6. a) Im normalen Lebergewebe ziemlich reichlicher Gehalt 
der Driisen- und Kupferschen Sternzellen an Neutralfetten. Glykogen nur in 
ceringer Menge darstellbar. Der Befund nach 7 bzw. 20stiindiger Autolyse 
entspricht den unter la) und b) beschriebenen. 


B. Lebern von Ratten, die vor der Tétung 3 Tage lang gehungert hatten. 

Versuch 7 und 8. a) Im agonal entnommenen Lebergewebe normale 
Strukturen, Neutralfette und Glykogen sind nicht nachweisbar. 

b) Nach 17stiindiger Autolyse Befunde wie im Versuche A. 2 c). 

Nach 40stiindiger Autolyse geringe Zunahme der regressiven Zell- 
verinderungen im Sinne einer Verstarkung der Eosinophilie des Plasmas und 
des Kernzerfalles. 

Ergebnisse. bei der Krorterung der Untersuchungsergebnisse 
sei zunadchst auf das Verhalten der Rickstiande, d.i. also der 
alkoholextrahierten Leberstiickchen, eingegangen. In morpho- 
logischer und physikalisch-chemischer Beziehung ist es in Uber- 
einstimmung mit den frither beschriebenen Befunden (Laves!) 
ersichtlich, daB die Lage der histologisch bestimmbaren I.E.P. 
von Kernen und Plasma der Leberzellen eine mit dem Fortschreiten 
der morphologischen Zellauflésungsvorginge zunehmende Ver- 
schiebung nach der alkalischen Seite erfuhr. 


Es fallt vielleicht auf, daB zwar die Lage der Umladepunkte von Kernen 
und Plasma normaler, nicht autolysierter Leberepithelien stets in denselben 
Aciditatsbereichen ermittelt wurden, daB aber die Abnahme des elektro- 
negativen Charakters dieser Zellbestandteile im Verlaufe der Autolyse schein- 
bar nicht immer proportional mit der Zeit verlief. So waren die autolytischen 
Veranderungen z. B. im Versuche A. 3 in einzelnen Gewebsstiicken schon 
nach 6 Stunden starker fortgeschritten als im Versuche B. 8 nach 40stiindigem 
Verweilen im Brutschrank. Diese Unterschiede sind auf die Untersuchungs- 
bedingungen zuriickzufiihren. 

Die autolytischen Veranderungen konnten naimlich schon innerhalb der 
relativ groBen Gewebsstiickchen nicht gleichmaBig fortschreiten. Dazu kommt 
noch, daB sich die Gewebsstiickchen nach dem Einwagen in die Reagenzglaser 
und dem Zusatz von Wasser und Chloroform sedimentierten. Dadurch wurden 
die Bedingungen fiir die Wirksamkeit der autolytischen Fermente in den 
tieferen Schichten des Materials ungiinstiger als im Bereiche der héher ge- 
legenen Leberteilchen, welche direkt mit der Zusatzfliissigkeit in Beriihrung 
standen. Es war nun vom Zufall abhaingig, ob man im Einzelversuch nach der 
Alkoholextraktion des autolysierten Materiales Gewebsstiickchen zur histo- 
logischen Untersuchung einbettete, in welchen optimale Untersuchungs- 
hedingungen bestanden hatten, oder solche, in denen der Gewebsabbau infolge 
der Milieubeschaffenheit verzégert worden war. Aus der vergleichenden Be- 
riicksichtigung der morphologischen Befunde und dem Verhalten der Umlade- 
punkte geht jedoch hervor, daB die strukturell am weitgehendst regressiv 
veranderten Gewebsbestandteile auch die starkste Abnahme ihres elektro- 
negativen Charakters aufwiesen. Im Gegensatz zu den chemischen Unter- 


1) a. a. O. S. 168. 
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suchungsergebnissen, bei welchen nur ,,Durchschnittswerte“ fiir die in den r di 
Riickstanden bzw. in den Extrakten enthaltenen Substanzen erfaBt wurden, 
waren bei der histologischen Auswertung im allgemeinen nur ,,Grenzwerte‘ 


zwischen maximalen und minimalen morphologischen bzw. physiko-chemischen 2 
Veranderungen zu erhalten. Auf die Bedeutung dieses Umstandes fiir dic fie 
vorliegenden Untersuchungen wird spater noch eingegangen. Pe) 
Was nun die Analysen betrifft, so fanden wir in allen Ver- — ¢! 
suchen, daB der Gesamt-N der alkoholfixierten Gewebsstiickchen pu 
mit dem Fortschreiten der Autolyse abnahm. Das Lebergewebe pl 
verarmte also an koagulablem Stickstoff. In den Extrakten war ut 
das umgekehrte Verhalten festzustellen. Sowohl der nichtkoagu- ' 
lable Gesamt-N, als auch der Amino-N erfuhren im Verlaufe der Psd 
Autolyse eine mehr oder weniger starke Zunahme. Diese Befunde J *# 
stehen mit Angaben anderer Autoren tber die bei der Leber- gE 
autolyse vor sich gehenden EiweiBabbauverainderungen in guter — i 
Ubereinstimmung [z. B. Glykin u. Lowi), Rona u. Mislo- § »! 
witzer?)|, obgleich das von uns eingehaltene Extraktionsverfahren D 
von dem sonst meist tiblichen abwich. (le 
Kiner besonderen Erérterung bediirfen die fiir die freien a 
Carboxylgruppen in den Extrakten ermittelten Werte. Die Be- eis 
zeichnung ,,freie Carboxylgruppen der Aminoséuren und Poly- vi 
peptide’ wird den Verhaltnissen in dem von uns untersuchten PI 
Material nicht ganz gerecht. Bei der Titration der alkoholischen s 
Iixtrakte nach Willstatter mute vielmehr _ bericksichtigt Al 
werden, daB nicht nur die freien Carboxylgruppen der erwahnten "| 
KiweiB-Abbaustufen, sondern auch die sauren Komponenten aller - 
in Lésung gegangenen Substanzen, wie zum Teil diejenigen der 
freien Fettsiuren, der Milchséure, der Phosphorséure usw. erfalt i 
wurden. Hinsichtheh der freien Fettséuren haben nun Rona, hy 
Mislowitzer und Seidenberg®) gezeigt, daB sie im Verlaufe der ” 
Autolyse keine Vermehrung erfahren. Sie diirften daher zur Ver- de 
mehrung der Séuregruppen in den Extrakten autolysierten gegen- - 
iiber denjenigen des Ausgangsmateriales kaum beigetragen haben. sig 
Ahnliche Verhiltnisse sind beziiglich der Milchsiure an- 7. 
zunehmen. Nach P. Rona, EK. MislowitzerundS. Seidenberg?) “i 
kommt die Milchséure fiir die Saéuerung der Leber wahrend der ‘a 
Autolyse nur in geringem MaB8e in Betracht. Um aber die durch bi 
; Pa 


1) Biochem. Z. 10, 498 (1908). 
2) Biochem. Z. 140, 617 (1923). 
3) Biochem. Z. 154, 290 (1924). 
4) Biochem. Z. 162, 87 (1925). 
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» [diese Extraktion autolytischer Spaltprodukte von Fetten und 
Glykogen bedingte Fehlerquelle noch weiter einzuengen, lieBen 
wir die Ratten B 7 und 8 vor der Tétung und der Leberentnahme 
ie 3 X 24 Stunden hungern. Bei der histologischen Untersuchung 
erwies sich das Lebergewebe dieser Tiere als praktisch fett- und 
vlykogenfrei. Vergleicht man die Extraktanalysen dieser Versuche 
mit den unter A. beschriebenen, so ergeben sich nicht nur beziiglich 
der Stickstoffwerte, sondern auch hinsichtlich der freien Siéiure- 
vruppen vollig ibereinstimmende Befunde. 

In letzter Linie ware noch auf die Bedeutung der Phosphor- 
r | siiure einzugehen, deren Vermehrung im Verlaufe der Autolyse den 
.  {— sauren Charakter des Autolysates nach Rona, Mislowitzer und 
i ' seidenberg?) hauptsachlich bedingt. Wir fanden in den al- 
. | koholischen Extrakten zwar eine deutliche Vermehrung des Gesamt- 
_ | phosphors, dagegen nur eine geringe Zunahme der freien Phosphate. 
1 ' Diese Befunde erkléren sich unter Zugrundelegung der Angaben 
- der oben erwéhnten Autoren dadurch, daB mit Riicksicht auf die 
verhaéltnismaéBig kurze Dauer der Autolyse in unseren Versuchen 
vor allem héhere phosphorhaltige Komplexe aus dem Lebergewebe 
extrahiert wurden. Der wenn auch geringen Zunahme der freien 
Phosphate und des Gesamtphosphors kommt jedoch gegeniiber den 


: freien Fettséuren und der Milchsaéure eine Sonderstellung zu. Ihre 
4 Zunahme bei der Autolyse muB niémlich gr6Btenteils auf die 
‘ Spaltung der Nucleoproteide (Kernsubstanzen) der Leber, mithin 
a zum Teil alkoholfallbarer EiweiBverbindungen bezogen werden. 

. & Wir glauben daher, keinen wesentlichen Fehler zu begehen, 
; [| wenn wir als Quelle der Vermehrung der freien Séuregruppen in den 
. ixtrakten autolytischen gegeniiber denjenigen normalen Gewebes 
o in erster Linie die Spaltung von EiweiBk6rpern annehmen. Unter 
; den letzteren ist aus den Analysen mit Riicksicht auf das gleich- 
. — simnige Verhalten des Gesamt-N und des Amino-N das Auftreten 


vermehrter Polypeptide und Aminosiuren zu erschlieBen. Genaue 
Angaben tiber den prozentuellen Gehalt der Extrakte an den ein- 
zeInen Abbaustufen sind auf Grund der Analysen nicht mdglich. 
Nach Rona und Mislowitzer?) enthalt jedoch der groBte Teil der 
' Abbauprodukte im Autolysat den Stickstoff in peptidartiger 
Lindung, wahrend die Menge der freien Aminosiuren dagegen 
ganz garucktritt. Immerhin ist es wichtig, den elektro-chemischen 


1) a. a. O. S. 174, Anm. 4. 
2) a. a. O. S. 174, Anm. 2. 
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Charakter dieser Abbaustufen zu bericksichtigen. Die Saéuren- 
und Basendissoziationskonstanten der meisten Polypeptide sind 
noch nicht ermittelt worden. Uber die entsprechenden Werte eine: 
Anzahl von Aminosiuren liegen dagegen Angaben vor. So gelit 
aus der im Handbuch der Elektrochemie der Kolloide von Paul) 
und Valko wiedergegebenen Zusammenstellung von P. L. Kirk 


und C. L. A. Schmidt hervor, daB die k, der Monoamino-mono- 
carbonsiiuren, der meisten Monoamino-dicarbonséuren und ge- 


wisser heterocyclischer Verbindungen zum mindesten in der zweiten 
Dissoziationsstufe fast durchwegs etwa 100fach gréBer sind als di 
i: derselben Koérper. Auch dieser Umstand spricht in dem Sinne, 
daB es in den Extrakten autolytischen Lebergewebes zu eine) 
Vermehrung saurer, zum Teil aus nativen Eiweibverbindungen 
stammender Abbauprodukte gekommen ist. 


Die wesentlichen Ergebnisse der morphologischen, physi- 


kalisch-chemischen und chemischen Untersuchungen werden  |bv- 
sonders deutlich, wenn man sie tabellarisch emander gegeniiber- 
stellt. 

Tabelle 2. 














Riickstande Extrakte 
morphologisch | physik.-chem. chemisch chemisch 
1 
Mit der Dauer der Abnahme deselek- Abnahme Ansteigen des 
Autolyse fortschrei- tronegativ. Charak- des koagu- | nicht koagulablen 
tender Zerfall der | ters der Zellbestand- | = lablen N Ansteigen des 
Zell- u.Gewebsstruk- | teile, also H,;d. Kerne Amino-N 
turen bis zu_ ihrer = < 2.5-10-4, Ansteigen der freien 
volligen Auflésung H,; des Plasmas Sauregruppen 
= 5: 10 5 


Unter diesen Befunden miissen die Beziehungen zwischen den 
[.£.P. der Gewebsbestandteile und dem chemischen Verhalten der 
Extrakte besonders auffallen. 

Im Prinzip ist es unverkennbar, daB mit der Abnahme des 
elektro-negativen Charakters der in den Riicksténden enthaltencn 
Kolloide ein Ansteigen der Werte des nicht koagulablen N, des 
Amino-N bzw. der freien Siéiuregruppen in den Extrakten einher- 
ging. Ks dringt sich daher die Frage auf, ob aus den im Verlaut 
der Autolyse auftretenden Verinderungen der physiko-chemischvt 
Kigenschaften der Gewebskolloide und dem analytisch nac!i- 
cewiesenen EiweiBabbau auf gesetzméiBige Beziehungen  ¢- 
schlossen werden darf. 
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In dieser Hinsicht sei von der mathematischen Definition 
der isoelektrischen Reaktion eines Ampholyten ausgegangen 
(Michaelis).?) 





hit _ Ka 

l=//= , Kw. 
rk Fiir Gemische mehrwertiger Ampholyte diirfte die von 
10- P. Levene und H.8. Simms?) angegebene Formel den Bedin- 
ye- cungen, wie sie auch in unseren Versuchen vorlagen, niher kommen. 
_,/2Ka 
— V &Kb 





li I Kw 
e} In dieser Formel bedeutet » A a die Summe iiber siimtliche 
en Siurekonstanten, J i b die Summe iber simtliche Basenkon- 

stanten und A w das Jonenprodukt des Wassers. 

si- Aus dieser mathematischen Beziehung ist die Abhangigkeit 
Je. des Wertes J von dem Quotienten aus J / a und Jb ohne 
weiteres ersichtlich. J wird also gréBer werden, falls 2 Wy a gréBer 

baw. & J b kleiner wird und umgekehrt. 
Derartige Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und 
oe isoelektrischer Reaktion von Ampholyten haben unter anderen 
Autoren D. I. Hitchcock’), ferner Z. C. Loebel*) nachgewiesen. 
Hitchcock fand z. B. bei der Desamidierung von Gelatine eine der 
Abspaltung NH,-Gruppen chemisch aquivalente Abnahme des 
. HCl-Bindungsvermogens. Loebel wies umgekehrt an der nach dem 
A Hitehcockschen Verfahren desamidierten Gelatine eine Zunahme 
) des Basenbindungsvermégens nach, was fiir den sauren Charakter 
en der die Aminogruppe ersetzenden Hydroxogruppe sprach. Hitch- 
cock fand den I.K.P. des Ausgangsmaterials bel px = 4,7, den- 
jenigen der Desaminogelatine bei px = 3,9. In gleichem Sinne wie 
n — die Desamidierung bewirkt die Reaktion der Aminogruppen mit 
er Formol eine Zunahme des sauren Charakters von EiweiBkérpern. 
Dieser EinfluB des Formols auf die Lage der J.E.P. von Ampho- 
es lvten ist bereits mit verschiedenen Methoden gepriift worden, 
1 zB. L. Reiner und A. Marton®) (Formolwirkung auf ver- 
ps schiedene EiweiBarten), O. GerngroB und St. Bach®) (Formol- 


r- a 
fi 1) Die Wasserstoffionenkonzentration I, Springer 1922. 
2) J. of biol. Chem. 55, 801 (1923). 
3) J. gen. Physiol. 6, 95 (1923). 

4) J. phys. Chem. 32, 763 (1928). 

5) Kolloid.-Z. 32, 273 (1923). 

6) Biochem. Z. 148, 533 (1922). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCX. 12 
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gerbung von Gelatine), Zeiger!) (Formolfixierung von Geweben), 
H. Pfeiffer?) (Formolwirkung auf Membrane) und Laves?) 
(experimentelle Formolnekrosen der Rattenleber). Bei diesen 
Untersuchungen fand sich stets entsprechend der elektro-chemi- 
schen Erwartung eine Zunahme des elektronegativen Charakters 
der Ampholyte, also eine VergréBerung der Werte fir J. 

Es fragt sich nun, in welcher Weise die unter den Bedingungen 
der eingehaltenen Technik in unseren Versuchen nachgewiesene 
Verschiebung der Umladepunkte von autolysiertem Lebergewebe 
nach der alkalischen Seite gegeniiber der Norm zu erklaren ist. 
Auf Grund der Extraktanalysen glauben wir zu dem Schlusse 
berechtigt zu sein, daB die Abnahme des elektro-negativen Charak- 
ters der in den Riickstaénden, also in den Gewebsschnitten ent- 
haltenen Kolloide auf einer Verarmung derselben an sauren, alkohol- 
fillbaren bzw. alkoholunléslichen Bestandteilen, mithin auf einer 
relativen Verkleinerung des 2 i. @ im Sinne der Formel von 
Levene und Simms beruht. Vorlaufig laBt sich allerdings nichts 
Sicheres dartiber aussagen, an welchen HiweiBkorpern des Leber- 
gewebes der Abbau der Sauregruppen den der Aminogruppen iiber- 
wiegt. Immerhin scheint das Verhalten des Phosphors in den 
Autolysaten darauf hinzudeuten, daB die Nucleoproteide am 
Abbau stark beteiligt sind. So ware es denkbar, daB der saure 
Anteil der Nucleoproteide, die Nucleinsaéuren, in die alkoholischen 
Extrakte twbergeht, wahrend die basische EiweiBkomponente im 
autolysierten Gewebe zuriickbleibt. Wir sind uns bewuBt, daB dic 
mitgeteilten Untersuchungen in verschiedener Beziehung weiterer 
Erginzungen bediirfen; u. a. waren sie durch den Nachweis che- 
misch definierter saurer EiweiB-Abbaustufen zu erhérten. Herrn 
Prof. Pauli verdanken wir den Hinweis auf die Méglichkeit, dal 
Denaturierungsvorgange der HiweiSkérper auch ohne den un- 
symmetrischen Anbau aufladender Gruppen, allein durch Um- 
lagerung im Molekil Ladungsverinderungen bewirken konnten. 
Solche Falle sind allerdings noch kaum néher studiert, kénnten aber 
fiir den Pathologen von besonderem Interesse sein. Es ist aller- 
dings fraglich, ob die Empfindlichkeit der Farbstoffadsorptions- 
methode zur histologischen Bestimmung der Umladepunkte aus- 
reicht, um derartige Vorgange zu erfassen. 


1) Z. Mikrosk. 47, 273 (1930). 
*) Protoplasma 48, (1931). 
*) Frankf. Z. Path. 48, 283 (1932). 
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Das bei der Autolyse des Lebergewebes beobachtete physi- 
kalisch-chemische Verhalten der alkoholfallbaren Kolloide stellt 
keinen Sonderfall dar. Es ist vielmehr auch im Verlaufe des 
fermentativen Abbaues lebenden Kd6rpereiweifes in 
cleicher Weise zu beobachten. So konnte der eine von uns, 
Laves?), zeigen, daB es bei den verschiedensten Arten von re- 
eressiven, zur Nekrose fithrenden Prozessen in der Leber (Kreis- 
laufstérungen, Verbriihungen, Verbrennungen, Erfrierungen, che- 
mischen Nekrosen und im Bereiche von Tuberkeln des Leber- 
csewebes) zu einer Verschiebung der histologisch bestimmbaren 
Lage der J.E.P. von Kernen und Plasma der Leberzellen nach der 
alkalischen Seite gegeniiber der Norm kommt. Bei einem Teil 
dieser Untersuchungen wurde, wie in der vorliegenden Arbeit 
auBer der Priifung des morphologischen und physiko-chemischen 
Verhaltens der alkoholgehirteten Gewebsstiickchen auch che- 
mische Analysen der Fixierungsfliissigkeiten auf EiweiBabbau- 
stufen durchgefiihrt. Wenn man durch entsprechende Versuchs- 
anordnungen die Resorption der im lebenden Organismus innerhalb 
der von Lebernekrosen entstehenden EiweiBzerfallsprodukte ver- 
hinderte, ergaben sich hinsichtlich des Gesamt-N, des Amino-N 
und der freien Sauregruppen der Extrakte analoge Verhaltnisse 
wie bei der Leberautolyse (Schadendorff)?). Diese weit- 
gehenden Ubereinstimmungen zwischen morphologischen, phy- 
siko-chemischen und chemischen Befunden bei charakteristischen 
fermentativen Abbauvorgangen von Zell- und Gewebseiweib- 
kérpern — der Leberautolyse einerseits und den vitalen Gewebs- 
aufldsungsvorgangen, Nekrobiose und Nekrose andererseits — 
weisen auf die Bedeutung hin, welche der histologischen Be- 
stimmung der Umlagepunkte der Gewebskolloide neben ver- 
cleichend morphologischen und chemischen Untersuchungen von 
Geweben zum Nachweis von Eiweifbzerfallsvorgingen zukommt. 

Fir die Pathohistologie ergibt sich die Moéglichkeit, von 
normalen abweichende Strukturen von Zellen und Geweben dann 
als ,,regressiv’‘ zu charakterisieren, wenn sie unter den Bedin- 
gungen der eingehaltenen Technik und gewisser, an anderer Stelle 
crorterter Voraussetzungen, eine Abnahme ihres elektro-negativen 
Charakters gegeniiber der Norm aufweisen. Hierdurch werden die 
Grenzen der histologischen Differentialdiagnostik zwischen ver- 
schiedenen Formen pathologischer Zellvorginge erweitert. 





1) a. a. O. S. 170, Anm. 3. 
2) Vgl. Laves, a. a. O. S., 178, Anm. 3. 
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Im physiologisch-chemischen Sinne scheint uns durch 
die Anwendung der Farbstoffadsorptionsmethode nach Pi- 
schinger ein Mittel gegeben zu sein, welches gestattet, das Fort- 
schreiten von EiweiBabbauvorgingen in Geweben, ohne die im 
Analysengange sonst unvermeidliche Zerstérung des Ausgangs- 
materiales qualitativ zu verfolgen und es, wenn auch nicht histo- 
chemisch, so doch physikalisch-chemisch bis zu einem gewissen 
Grade zu lokalisieren. 














Zusammenfassung. 


Es wurden die bei der Autolyse von Lebergewebe vor sich 
gehenden Abbauprozesse vergleichend morphologisch, physikalisch- 
chemisch und chemisch untersucht. Dabei ergab sich in Uberein- 
stimmung mit friiheren Arbeiten, da8 mit dem fortschreitenden 
morphologischen Zerfall der Zell- und Gewebsstrukturen eine 
Verschiebung der nach Pischinger bestimmten isoelektrischen 
Punkte der den Strukturen zugrunde liegenden Kolloide nach der 
alkalischen Seite gegeniiber der Norm einhergeht. Es zeigte sich 
weiterhin, daB diesen Verainderungen im Alkohol extrahierten 
Lebergewebe eine Zunahme von Eiweibabbaustufen insbesondere 
auch solcher sauren Charakters in den Extrakten entsprach, was 
nach der mathematischen Definition des I.E.P. von Ampholyten 
bzw. von Ampholytgemischen zu erwarten war. Diese Befunde 
welsen darauf hin, daB die histologische Bestimmung der iso- 
elektrischen Reaktion von Gewebsbestandteilen ein wichtiges 
Bindeglied zwischen morphologischen und chemisch-analytischen 
Untersuchungen, besonders von Eiweibzerfallsvorgangen in Ge- 
weben darstellt. 


































Uber die Abspaltung von Purinsubstanz 
bei ermiidender Arbeit isolierter Froschmuskeln. 


Von 


S. E. Kerr, Beirut. 





(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1932.) 





Die Vielfiltigkeit der Titigkeitssubstanzen des Muskels und 
die Mannigfaltigkeit der an ihnen sich abspielenden chemischen 
Prozesse lassen es heute noch als unméglich erscheinen, die be- 
reits bekannt gewordenen chemischen Begleiterscheinungen der 
spezifischen Muskelfunktion in ihrer zeitlichen Folge und gegen- 
seitigen Bedingtheit zu erkennen. 

Wenn es auch als sicher angesehen werden darf, daB die 
Phosphokreatinspaltung, die Spaltung der Hexosemonophosphor- 
siiure und die Ammoniakbildung ihrem ganzen Betrage nach wihrend 
der Zuckung erfolgen, und daB diese Abbauvorgiinge in unmittel- 
barem Anschlu8 an die Zuckung durch die entsprechenden Wieder- 
aufbauvorginge ausgeglichen werden kénnen, und wenn umgekehrt 
fiir die Milchsiiurebildung nunmeblr allgemein anerkannt wird, dab 
sie nicht an den Zuckungsaugenblick gebunden ist, so wird durch 
diese und eine Reihe anderer Einzelkenntnisse noch keine geniigend 
sichere Grundlage fiir eine mehr synthetische Betrachtung des Ge- 
samtchemismus der Muskelkontraktion geschaffen. 

Nicht nur die zeitliche Folge und die gegenseitige Bedingtheit 
der an den verschiedenen Titigkeitssubstanzen sich abspielenden 
Prozesse bleiben uns in der Hauptsache noch verborgen, sondern 
auch die Natur der Wandlungen der einzelnen Substanzen bei 
der Arbeit ist durchaus noch nicht restlos bekannt. 

Dies gilt namentlich fiir die Adenosintriphosphorsiiure und 
ebenso wohl auch fiir eine zweite), allem Anschein nach neben 
ihr in der Skelettmuskulatur vorhandene Verbindung, die Muskel- 
adenylsiure. Auch bei ausschlieBlicher Beriicksichtigung der 
Adenosintriphosphorsiiure erscheint das in den verschiedenen Pha- 
sen der Muskeltiitigkeit an dem Adenylsiuresystem sich abspielende 
(seschehen als iiberaus verwickelt. Zur Zeit ist bekannt, daB bei 


1) G. Embden, Vortrag auf dem Kongref fiir Innere Medizin, Wies- 
baden 1982, . 
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der Kontraktion aus der Aminogruppe des Adenylsiurekomplexes 
Ammoniak gebildet wird, daB ferner bei der Titigkeit eine Abspal- 
tung des der Adenylsiiure anhaftenden Pyrophosphorsiurekomplexes 
eintritt, wobei nach noch nicht ausfiihrlich veréffentlichten Unter- 
suchungen aus dem hiesigen Institut dieser Dephosphorylierungs- 
prozeB die notwendige Voraussetzung fiir den Desaminierungsproze!’ 
zu sein scheint. 

Ferner konnte in einer vor kurzem aus dem hiesigen Institut 
veréffentlichten Arbeit gezeigt werden, daB es bei jeder lingere 
Zeit fortgesetzten Muskelarbeit zu einer Vermehrung der unter 
bestimmten Bedingungen alkohollislichen Pentose kommt,?) ein 
Befund, der als Ausdruck des tieferen Abbaus des Muskeladeny]- 
siiurekomplexes unter Lésung der Esterbindung zwischen Pentose 
und Phosphorsiure gedeutet wurde. Wenn diese Deutung richtig 
ist, so muB es gleichzeitig mit der Abtrennung der Pentose von 
der Phosphorsiiure auch zu einem Freiwerden von Purin aus der 
Nucleotidbindung kommen, weil ja das Purin im Nucleotidmolekiil 
nur durch die Pentosebriicke mit der Phosphorsiiure verbunden ist. 

Schon vor langen Jahren fand Burian?) in Versuchen am 
Menschen, daB Muskelarbeit zur Vermehrung der Purinsubstanzen 
des Harns fiihren kann und duferte die Anschauung, daB die 
endogen gebildete Harnsiiure zum Teil ihre Quelle in der Muskel- 
tiitigkeit hat. Embden’) hat bereits in seiner ersten Mitteilung 
iiber die Ammoniakbildung bei der. Muskelkontraktion auf die von 
Margarete Lehnartz und ihm aus der Muskulatur isolierte 
Adenylsiure als Quelle der vermehrten Harnsiureausscheidung bei 
der Arbeit hingewiesen. Auch fiir die bei der kiinstlichen Durch- 
strémung des isolierten Hundemuskels von Burian festgestellte 
Purinkérpervermehrung wurde der gleiche Ursprung angenommen. 
Auf Veranlassung von Professor Embden habe ich untersucht, ob 
bei ermiidender Reizung isolierter Froschmuskeln eine solche Ab- 
spaltung von Purin nachweisbar ist. Das Ergebnis dieser Versuche 
wird im folgenden mitgeteilt. 


Methodisches. 


Siimtliche Versuche wurden an den isolierten Gastrocnemien 
frisch gefangener Eskulenten vorgenommen. 


11 Embden,G., u. Margarete Lehnartz, Diese Z. 201, 149 (1931). 
2) Diese Z. 43, 532 (1905). 
5) Klin. Wschr. 6, Nr. 14 (1927). 
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Die beiderseitigen Muskeln wurden an Platinelektroden in Kopyloff- 
cefiBen aufgehingt, die als feuchte Kammer hergerichtet waren, und mit 


je 25 g belastet. 


Der Muskel der einen Seite wurde alsdann mit Offnungsinduktions- 
schligen, welche sich in Pausen von einer Sekunde folgten, gereizt. Der 
Rollenabstand wurde hierbei so gewihlt, daB der Muskel gerade maximal 
zuckte. Wenn die Zuckungshoéhe nachzulassen begann, wurde er allmiihlich 
verringert, bis schlieBlich auch beim Rollenabstand 0 keine Zuckung mehr 
erfolgte. Die Erschépfung trat bei den einzelnen Muskeln verschieden rasch 
ein, meist nach 30—40 Minuten. 

Nunmehr wurde der gereizte Muskel gleichzeitig mit dem Ruhekontroll- 
muskel in fliissige Luft versenkt. Der Ruhemuskel zeigte hierbei starke 
Kontraktion, wihrend der bis zur Erschépfung gereizte Muskel keinerlei 
Verkiirzung erkennen lief. 

Fiir jeden Versuch wurden so viel Frésche verwandt, da8 fiir die 
Verarbeitung des Einzelversuchs etwa 6 g des durch Zerkleinerung in 
tliissiger Luft gewonnenen Muskelpulvers zur Verfiigung standen. 

Die Zerkleinerung der erfrorenen Muskeln erfolgte in éfters beschrie- 
bener Weise in einer Porzellanschale mittels Porzellanpistill. Die Muskeln 
waren hierbei in eine einfache Schicht von guter Verbandgaze eingehiillt. 
Das Muskelpulver wurde so vollstindig wie méglich in Erlenmeyerkélbchen 
gebracht, welche mit einer genau gemessenen Menge (meist 50 ccm) einer 
Lésung beschickt waren, die 5°/, Trichloressigsiiure in 1°/,iger Salzsiiure 
enthielt. Die GefiBe mit dieser Fiillungsfliissigkeit waren analytisch vor- 
gewogen. Durch vorsichtig schwenkende Bewegungen wurde dafiir gesorgt, 
daB die Muskulatur iiberall rasch von der Siiurelésung durchtriinkt wurde. 
Nachdem die fest verschlossenen GefiBe sich auf Zimmertemperatur erwiirmt 
hatten, wurde das Muskelgewicht durch eine zweite analytische Wigung 
ermittelt. Die Fliissigkeiten blieben iiber Nacht im Eisschrank stehen und 
wurden dann durch trockne Filter filtriert. 


Fir die Bestimmung der in Nichtnucleotidform vorhandenen 
Purinsubstanzen (der Summe des Nucleosids und des freien Purins) 
war es erforderlich, diese Substanzen abzutrennen einerseits von 
den Nucleotiden und andererseits von anderen stickstoffhaltigen 
Extraktivstoffen. 


Zur Abtrennung von den Nucleotiden ging ich davon aus, 
daB in ammoniakalischem Alkohol bestimmter Konzentration bei 
Anwesenheit von Magnesiumsalzen die Nucleotide ebenso wie die 
iibrigen Phosphorsiiureverbindungen praktisch vollstiindig ausgefillt 
werden, wogegen die geringen, in unseren Versuchen in Frage 
kommenden Nucleosid- und Purinmengen in Lisung bleiben. 

Zur Beseitigung anderweitiger stickstoffhaltiger Extraktivstoffe 
wurden die in die alkoholische Liésung iibergegangenen Purinsub- 
stanzen mittels des Kupferbisulfitverfahrens ausgefillt. Doch ist 
diese Fiillungsmethode nicht ohne weiteres auf die nach der Ver- 
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jagung des Alkohols verbleibende, groBe Mengen trichloressigsauren 
Salzes enthaltenden Extrakte anwendbar. Zur Beseitigung der 
Trichloressigsiiure und etwaiger anderer, die Purinfaillung stérender 
Beimengungen ging daher der Kupferbisulfitfillung eine Vorfallung 
der Purinverbindungen mittels Kupfer und Alkali bei Gegenwart 
von Magnesiumsalzen voraus. In diese Kupfermagnesiafillung 
gehen — entsprechend den friiher von Embden und Wasser- 
meyer!) bei der Kupferkalkfillung saurer Muskelextrakte ge- 
machten Erfahrungen — die Purinsubstanzen praktisch quantitatiy 
ein, wiihrend alle anderen in Frage kommenden stickstofthaltigen 
Extraktivstoffe auch schon bei dieser ersten Ausfillung der 
Purinsubstanzen in Lésung bleiben. Nur Phosphokreatin kénnte 
mitausgefillt werden, doch wird dies dadurch vermieden, daB man 
die urspriinglichen, stark sauren Muskelextrakte iiber Nacht stehen 
liBt, wobei vollstiindige Phosphokreatinspaltung eintritt. 

Durch die Anwendung der Vorfillung mit Kupfer und Alkali 
bei Gegenwart von Magnesium sollte auch die Gefahr ausgeschlossen 
werden, daB in den Kupferbisulfitniederschlag andere Stickstoft- 
verbindungen mitgerissen werden. SchlieBlich wurde in dem griind- 
lich gewaschenen Kupferbisulfitniederschlag der Stickstoff mittels 
des Mikrokjeldahlverfahrens bestimmt und als Purinstickstoff in 
Rechnung gezogen. 

Zur weiteren Kontrolle des Verfahrens habe ich in mehreren 
Versuchen zwischen die Alkoholextraktion und die Kupfermagnesia- 
fillung noch eine solche mit Uranylacetat eingeschaltet, wodurch 
nach Thannhauser und Czoniczer?) etwa in den Alkohol iiber- 
gegangene Nucleotide beseitigt werden muBten. 


Im einzelnen wurde folgendermaBen vorgegangen: Ein genau gemes- 
sener, moéglichst groBer aliquoter Anteil des nach der Abtrennung des 
Eiwei8niederschlags erhaltenen klaren Filtrates, der in allen spiteren Ver- 
suchen mindestens 5 g Muskulatur entsprach, wurde in einem Erlenmeyer- 
kolben von 500 cem Inhalt unter Verwendung von Phenolphthalein als Indi- 
cator mit einer genau gemessenen Menge 20°/,iger Natronlauge neutralisiert. 
Die Lésung wurde nunmehr mit 0,4 ccm n-Salzsiure wieder angesiiuert 
und dann mit einem geringen Uberschu8 trockner, gebrannter Magnesia 
versetzt. Hierzu waren nur etwa 0,1 g Magnesia nétig. Der Magnesiazu- 
satz ist notwendig fiir die nachtriigliche vollstindige Ausfallung der Phos- 
phorsiureverbindungen mit ammoniakalischem Alkohol. Ein zu groBer 
Uberschu8 von Magnesia behindert andererseits die nachherige Kupfer- 
bisulfitfillung der Purinverbindungen. 





1) Diese Z. 179, 226 (1928). 
2) Diese Z. 110, 307 (1920). 
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Nach dem Zusatz der Magnesia werden zuniichst ebenso wie bei der 
von Embden und Jost’) beschriebenen Lactacidogenbestimmung 2'/, Volu- 
mina absoluten Alkohols, natiirlich unter Miteinrechnung der dem urspriing- 
lichen Filtrate zugesetzten Fliissigkeit, hinzugefiigt, und alsdann die gleiche 
Menge ammoniakalischen Alkohols von der von Embden und Jost 
angegebenen Zusammensetzung. 


Die Filiissigkeit bleibt im verschlossenen Gefi8 2 Stunden im Eis- 
schrank stehen. Hierbei kommt es zur praktisch vollstindigen Ausfillung 
der anorganischen Phosphorsiiure und der organischen Phosphorsiurever- 
bindungen; im Filtrat sind auch nach Veraschung mit konzentrierter Schwe- 
felsiure und Wasserstoffsuperoxyd nur geringfiigige Spuren von Phosphor- 
siiure nachweisbar. 


Nach 2 Stunden wird die klare, tiberstehende Fliissigkeit durch ein 
Schwarzbandfilter von 15 em Durchmesser filtriert, wobei fiir vollstindige 
Verhinderung des Verdunstens von Alkohol durch gut schlieBende Glas- 
deckel Sorge getragen wird. Die letzten 50—100 ccm der Fliissigkeit, die 
die Hauptmenge des Niederschlags enthalten, werden vor der Filtration 
zur Beschleunigung der letzteren zentrifugiert. Der Niederschlag wird nicht 
gewaschen, sondern vom alkoholischen Filtrat wiederum ein méglichst 
groBer, gemessener aliquoter Anteil verarbeitet. 


Das gemessene Filtrat wird quantitativ in einen Vakuumkolben von 
etwa 500 cem iibergefiihrt. Nach Hinzufiigen von 1 cem 20°/,iger Natron- 
lauge wird es im Vakuum bei einer Temperatur des Heizwassers von 
40—50° auf ein Volumen von etwa 4—5 cem eingeengt, wobei neben dem 
Alkohol auch das Ammoniak entfernt wird. Die Vorlage wird hierbei mit 
einer zur Neutralisation der gesamten tibergehenden Ammoniakmenge aus- 
reichenden Siuremenge beschickt. 


Zur Beseitigung der letzten Ammoniakspuren wird nach Abspiilen der 
Winde nochmals Wasser hinzugefiigt und erneut im Vakuum auf das eben 
genannte Volumen eingeengt. 


Die eingeengte Fliissigkeit wird mit 5°/,iger Schwefelsiiure schwach 
angesiuert und vorsichtig erwirmt, wobei die ausgeschiedenen Magnesium- 
salze in Lésung gehen. 

Der Flascheninhalt wird durch ein méglichst kleines Filter in ein 
Jenenser Zentrifugenglas mit ausgezogener Spitze und von 25 cem Inhalt 
iibergefiihrt und wiederholt mit kleinen Mengen heifen Wassers nach- 
gewaschen. Zur Beseitigung der Trichloressigsiure werden nunmehr die 
Purine und Purinverbindungen durch Hinzufiigen von Kupfersulfat und 
Natronlauge mit dem entstehenden Niederschlag von Kupfer- und Ma- 
gnesiumhydroxyd ausgefillt. 


Hierbei wird die schwach saure Fliissigkeit im Zentrifugenglas mit 
1 eem 20°/,iger Kupfersulfatlésung und mit soviel 4°/,iger Natronlauge 
versetzt, bis das Kupfer vollstindig ausgefillt und schwach alkalische 
Reaktion eingetreten ist. Nach halbstiindigem Stehen wird der Nieder- 
schlag durch Zentrifugieren abgetrennt und die klare, iiberstehende Fliissig- 
keit weggegossen. Der die Purinsubstanzen enthaltende Niederschlag wird 





1) Diese Z. 179, 24 (1928). 
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einmal griindlich mit Wasser verriihrt und durch nochmaliges Zentrifugieren 
vom Waschwasser getrennt. 

Der gewaschene Kupfermagnesianiederschlag wird im Zentrifugenglas 
durch Hinzufiigen von 0,3—0,5 cem Eisessig gelést. Alsdann wird das 
Glas im siedenden Wasserbad erhitzt und zu der heifen Fliissigkeit rasc}, 
1 cem 40°/,iger Natriumbisulfitlésung hinzugefiigt, sofort umgeriihrt und 
fiir 2—3 Minuten unter wiederholtem Umriihren weiter erwiirmt. Der die 
Purinsubstanzen enthaltende Niederschlag wird nach Eintritt der Abkiihlung 
durch Zentrifugieren abgetrennt und 2mal mit Natriumsulfatlésung von 
5°/, gewaschen (beim Waschen mit Wasser kommt es leicht zu kolloidaler 
Verteilung des Niederschlags). 

Der gewaschene Niederschlag wird mit 1 ecem 25°/,iger Salzsiiure 
gréBtenteils in Lésung gebracht und der Inhalt des Zentrifugenréhrchens 
quantitativ in einen Kjeldahlkolben von 50 cem iibergefiihrt. Zur Ver- 
aschung, deren Dauer immer 45 Minuten betrug'), verwandte ich 1 ccm 
konzentrierte Schwefelsiiure. 

Das Ammoniak wurde schlieBlich durch 15 cem 20°/,iger Natronlauge 
in Freiheit gesetzt und bei der Destillation unter Verwendung von Glas- 
schliffapparaten in 5 ccm N/200 Schwefelsiiure aufgefangen. Bei der Titra. 
tion benutzte ich das von Tashiro angegebene Methylrot-Methylenblau- 
gemisch. Von den ermittelten Titrationsdifferenzen wurden die an entspre- 
chenden Mengen der verwandten Reagenzien bei gleichartiger Vorbehandlung 
erhaltenen Leerwerte abgezogen. Der Titer der durch Verdiinnen von 
n/10-Natronlauge erhaltenen n/200-Lauge wurde bei jedem einzelnen Versuch 
gegen die Schwefelsiure eingestellt. Die erhaltenen Stickstoffwerte wurden 
als Purinstickstoff angesehen. 


In besonderen Versuchen iiberzeugte ich mich davon, dat 
mittels der eben geschilderten Methodik Purinsubstanzen mit fiir 
den vorliegenden Zweck ausreichender Genauigkeit bestimmt wer- 
den kénnen. 

Bekannte Mengen von reinem Hypoxanthin, die in ihrer 
GréBenordnung den in meinen Muskelversuchen zu bestimmenden 
entsprachen, wurden erstens unmittelbar der Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl unterworfen, zweitens in der oben geschilderten 
Weise mit Kupfer und Alkali bei Gegenwart von etwas Magne- 
siumsalz ausgefillt und der im Zentrifugenglas ebenso wie in 
den Hauptversuchen gewaschene Niederschlag zur Stickstoftbe- 
stimmung verwandt. In einer dritten Reihe von Kontrollver- 
suchen wurde der bei der Kupfer-Magnesiumhydroxydfillung er- 
haltene Niederschlag nach dem Waschen in der ebenfalls oben 
beschriebenen Art gelést, und der dann erhaltene Kupferbisulfit- 
niederschlag kjeldahlisiert. 

1) Diese Veraschungszeit erwies sich in besonderen Kontrollversuchen 
als geniigend. 
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Tabelle I. 



































(2 a a ee ee 
Gefundene 
Versuchs- Prozentischer 
~~ Art des Kontrollversuchs Menge — Fehler 
bezeichnung Hypoxanthin- der Besti s 
stickstoff in mg er Destimmung 
A Direkte Veraschung 0,1960 — 
Kupfermagnesiumhydro- 
B xydfillung, Veraschung 0,2002 + 2,1 
des gewaschenen 0,2037 + 3,9 
Niederschlags 
Der wie in den B-Ver- 
suchen erhaltene Nieder- 
C schlag gelést und mit 0,2009 + 2,4 
Bisulfit gefiillt. 0,2037 + 3,9 
Veraschung des Kupfer- 
bisulfitniederschlags 


Das Ergebnis eines derartigen Kontrollversuchs ist in Tab. I 
wiedergegeben. Die aus der eingewogenen Hypoxanthinmenge be- 
rechnete Stickstoffmenge betrug iiberall 0,1961 mg, bei der direkten 
Veraschung wurde im Durchschnitt mehrerer Bestimmungen eine 
hiermit iibereinstimmende Stickstoffmenge gefunden. (Versuche A 
der Tabelle I). 2 Versuche, in denen der Stickstoffgehalt im ge- 
waschenen Kupfermagnesianiederschlag bestimmt wurde, ergaben 
2—4°/, zu hohe Werte (Versuche B der Tabelle). Wie aus den 
hbeiden letzten in der Tab. I wiedergegebenen Versuchen (C) 
hervorgeht, erhielt ich auch dann keine gréferen Fehler, wenn 
ich den Kupfermagnesiumhydroxydniederschlag liste und die Stick- 
stoffbestimmung an dem in dieser Lésung mit Bisulfit erzeugten 
Niederschlag vornahm. 

Es wurde bereits oben erwihnt, daB nach Veraschung der 
alkoholischen Filtrate minimale Spuren von Phosphorsiiure nach- 
weisbar waren. Um die Moéglichkeit des Vorhandenseins von 
Nucleotidspuren auszuschlieBen, wurden in mehreren Versuchen die 
ulkoholischen Filtrate nach der Entfernung des Alkohols dem Uranyl- 
fiillungsverfahren nach Thannhauser und Czoniczer unterzogen, 
eine Methode, die zur Ausfillung des Nucleotids auch von Jack- 
son}), Buell und Perkins?) sowie von Parnas) angewandt wurde. 


1) J. of biol. Chem. 57, 121 (1923). 
*) J. of biol. Chem. 76, 95 (1928). 
5) Biochem. Z. 206, 16 (1929). 
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Ich ging hierbei folgendermaBen vor: Das von Alkohol befreite und 
in der oben beschriebenen Weise im Vakuum konzentrierte Filtrat wurde 
neutralisiert, filtriert und in ein Zentrifugenglas iibergefiihrt. Die Liésung 




































wurde durch Zusatz von wenigen Tropfen 15°/,iger Essigsiure leicht lack. Ky 
mussauer gemacht, und alsdann 1 Tropfen 10°/,iger sekundirer Natriun- M 
phosphatlisung hinzugefiigt. Jetzt wurden 0,3 cem gesittigte Uranylacetat- pie 
lésung zugesetzt, wobei gleichzeitig mit der anorganischen Phosphorsiure 1U 
etwa vorhandenes Nucleotid ausgefillt werden muBte. Nach halbstiindigem In 
Stehen wurde von dem Niederschlag abzentrifugiert und einmal mit Wasser an 
gewaschen. Die klare iiberstehende Fliissigkeit und das Waschwasser W 
wurden in einem zweiten Zentrifugenglas vereinigt und durch Zusatz 
weniger Tropfen 4°/,iger Natronlauge das Uran ausgefillt. Der Uran- ob 
niederschlag wurde wiederum auf der Zentrifuge abgetrennt, in */, ccm Pu 
5° ,iger Schwefelsiure gelist und erneut mit Natronlauge ausgefiallt. ell 
Die so gewonnene Fliissigkeit wurde mit der bei der ersten Fiillung ety 
mit Natronlauge erhaltenen vereinigt, neutralisiert, mit 2 ccm 20°/,iger -_ 
Kupfersulfatlésung versetzt und das Kupfer durch vorsichtigen Zusatz _ 
4° ,iger Natronlauge als Hydroxyd ausgefiillt. Dieser Kupferniederschla 
muBte die Nucleoside und freien Purinbasen enthalten. Er wurde nun, § Er 


wie oben beschrieben, weiter behandelt. Ve 
































Gleich hier sei erwihnt, daB die unter Einschaltung der Uranfiillung Re 
erhaltenen Ergebnisse im Prinzip die gleichen waren, wie die ohne diese f 
Uranfillung gewonnenen, woraus hervorgehen diirfte, daB es sich bei den = 
Spuren in alkoholische Lésung iibergehender organischer Phosphorsiure. Re: 
verbindungen — wenigstens in der Hauptsache — nicht um Nucleotide § fiir 
handelt. Mu 

Versuchsergebnisse. hal 

Bevor ich vergleichende Bestimmungen des Puringehaltes in § als 
ruhenden und ermiideten Gastrocnemien vornahm, fiihrte ich mehrere § }eh 
Versuche an gleichartig vorbehandeltem Muskelmaterial durch. § Un 

erh, 
1 
Tabelle Il. iibr 
ae 2 - 3 4 gent 
Gefundene Menge 
Versuchs- ‘ Purinstickstoff in Mehr- rely 
: Art des Versuches Nichtnucleotidform in mg | gehalt B Die 
Nr 1e 
ras m ? } 

A B in 9 kule 
= = ioe 
Vergleichsbestimmungen \_V 

an zwei Anteilen des sal 
l gleichen aus den Hinter- 1,95 2,12 8,7 
schenkeln gewonnenen 
Froschmuskelpulvers uly 
) 
Vergleichsbestimmungen 0.145 
an den rechten und linken in d 
2 Gastrocnemien 3,13 3,44 9,9 west 
einer gréBeren Anzahl i“ 
von Fréschen *y 
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In einem Versuch nahm ich Vergleichsbestimmungen an 
2 Anteilen eines durch Zerkleinern in fliissiger Luft gewonnenen 
Froschmuskelpulvers vor. Diese Doppelbestimmungen am gleichen 
Material (Tab. II, Versuch 1, Reihe 3, A und B) ergaben fiir 
100 g Muskulatur einen Wert von anniihernd 2 mg Purinstickstotf 
in Nichtnucleotidform. Die Ergebnisse dieser Doppelbestimmungen 
am gleichen Material weichen um nicht ganz 9°/, des kleineren 
Wertes voneinander ab. In einem weiteren Versuche wurde die 
oben geschilderte Methode zur vergleichenden Bestimmung des 
Puringehaltes in den frischen rechten und linken Gastrocnemien 
einer gréBeren Anzahl von Fréschen verwandt. Die Werte waren 
etwas héher, als in dem 1. Versuch der T'abelle I], der Unterschied 
zwischen den beiderseitigen Muskeln betrug annihernd 10°/,.') 

Tab. III enthilt das Ergebnis der 8 von mir vorgenommenen 
Ermiidungsversuche. Die notwendigen Einzelheiten der biologischen 
Versuchsanordnung gehen aus den Vertikalreihen 1—4 hervor. In 
Reihe 5 sind die Werte fiir den Purinstickstoff in Nichtnucleotid- 
form angegeben und zwar in Milligramm fiir 100 g Muskulatur. 
Reihe 5 A enthalt die Zahlen fiir den Ruhemuskel, Reihe 5 B jene 
fiir den vollig ermiideten Muskel. Man sieht, daB die am erschépften 
Muskel ermittelten Werte iiberall weit héher als die am frischen er- 
haltenen sind, die geringste Zunahme betrug etwa 50°/,, sie war 
also weit gréBer als die in Kontrollversuchen am gleichartig vor- 
hbehandelten Muskelmaterial gefundenen Differenzen. Der griBte 
Unterschied betrug iiber 200°/,. Er wurde in einem Versuch (4) 
erhalten, in dem die Reizfrequenz doppelt so groB wie in den 
iibrigen war, und die Ermiidung wohl infolgedessen am raschesten 
eintrat. 

Der Gehalt der frischen Muskeln an nicht an Phosphorsiiure 
sebundenem Purin ist von Versuch zu Versuch sehr verschieden. 
Die Zunahme dieser Purinfraktion (in Milligramm pro 100 g Mus- 
kulatur berechnet) ist am héchsten in Versuch 2, in dem der 
hichste A-Wert, am geringsten in Versuch 6, in dem der niedrigste 
A-Wert gefunden wurde. Den vier niedrigsten A-Werten der Reihe 
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1) Ein dritter Anteil des in Versuch 1 der Tabelle II benutzten Muskel- 
pulvers wurde mit einer Hypoxanthinmenge versetzt, deren Stickstoffgehalt 
0.1454 mg betrug. Legt man der Berechnung das arithmetische Mittel der 
‘in den beiden Muskelanteilen des Versuchs 1 gefundenen Purinstickstoff- 
werte zugrunde, so wurde statt der zugesetzten Hypoxanthinstickstoffmenge 
von 0,1454 mg eine solche von 0,1552 mg wiedergefunden, also nicht ganz 
‘° zu viel. 
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Versuche 3, 5, 6, 7) entsprachen die geringsten Zunahmen der 
B-Werte, die hier iiberall unter 1 mg Stickstoff pro 100 g Musku- 
latur lagen. 

In den Versuchen 1—5 und auch bei der Verarbeitung des 
Muskels A in Versuch 8 ging ich so vor, daf der alkoholische 
Extrakt zunichst der Fiillung mit Kupferalkali und dann der 
Kupferbisulfitfiillung in der oben geschilderten Weise unterworfen 
wurde. In den Versuchen 6 und 7, sowie auch bei der Verarbeitung 
des Muskels B in Versuch 8 wurde nach Verjagen des Alkohols 
eine Uranylfillung in der im methodischen Teil beschriebenen 
Weise ausgefiihrt; an diese schlossen sich dann Kupfer—Magnesia- 
und Kupferbisulfitfillung an. 

In den Versuchen 6 und 7 wurden sowohl in den A- wie in 
den B-Versuchen niedrigere Purinwerte als in jenen Versuchen 
vefunden, in denen die Alkoholextrakte ohne Uranylfillung ver- 
arbeitet wurden, wogegen ich in dem ebenfalls unter Kinschaltung 
der Uranylfaillung verarbeiteten Versuch 8B einen der héchsten 
Purinstickstoffwerte der Reihe erhielt. 

In einem weiteren Versuch, der wegen des abweichenden 
methodischen Vorgehens nicht in die Tabelle aufgenommen wurde, 
ersetzte ich die Alkoholfaillung durch die Fillung mit Uranylacetat, 
an die sich die Kupferkalk- und Kupferbisulfitfillung anschlossen. 
Hier wurden im ungereizten Muskel 3,72 mg, im ermiideten 5,73 mg 
Purinstickstoff pro 100 g Muskulatur gefunden. 

Aus der Gesamtheit der in Tab, III niedergelegten Versuche geht 
hervor, daB bei erschépfender Reizung isolierter Froschgastrocnemien 
Purinverbindungen auftreten, die sich in charakteristischer Weise 
von den als Nucleotid bestimmbaren unterscheiden. Von vornherein 
darf man wohl annehmen, daB diese Purinsubstanzen als Abbau- 
produkte der Adenylsiure und ihrer Verbindungen, namentlich der 
Adenosintriphosphorsiure, anzusehen sind. 

Ob es sich um eine Vermehrung von freien Purinbasen oder 
von Nucleosid handelt, dariiber geben meine Versuche keinen Auf- 
schluB. Zwar konnten Embden und Margarete Lehnartz in 
einer bereits erwihnten Arbeit zeigen, daB bei der Reizung isolierter 
Froschmuskeln eine erhebliche Vermehrung desjenigen Pentose- 
anteils eintritt, der unter den gleichen Bedingungen, wie sie in 
der vorliegenden Untersuchung eingehalten wurden, alkohollislich 
ist, und in Versuch 7 der Tab. II], in dem ich eine Vermehrung 
des alkoholléslichen Purins um fast 70°/, fand, konnte ich an 
Hand der.yon den eben genannten Autoren beschriebenen Methodik 
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einen Anstieg der alkoholléslichen Pentose um etwa 50°/, fest- 
stellen. Jedoch wird die Frage nach der chemischen Natur der 
alkoholléslichen Pentose- und Purinfraktion wohl nur auf priipara- 
tivem Wege entschieden werden kénnen.’) Dabei erscheint ¢s 
natiirlich auch als durchaus méglich, daB Purinpentose und Purin 
nebeneinunder auftreten, ihnlich wie in einer im hiesigen Institut 
ausgefiihrten Untersuchung von K. Pohle?) bei der kurzdauernden 
Digestion von Brei aus frischer Skelettmuskulatur. 


In der soeben erwihnten Arbeit von Embden und Margarete 
Lehnartz wurde der Nachweis gefiihrt, daB beim einfachen Eintauchen 
frischer Froschgastrocnemien in fliissige Luft, bei der es durch den Kite. 
reiz regelméBig zu einer Kontraktion kommt, die Belastung des Muskels 
ein fiir das Auftreten alkoholléslicher Pentose bedeutungsvoller Faktor ist. 
RegelmiBig wurde in dem belasteten Muskel, der mehr Arbeit leistete, ein 
héherer Gehalt an derartiger Pentose als im unbelasteten festgestellt. Es 
lag nunmehr nahe zu untersuchen, ob dem Mehrgehalt an Pentose auch 
ein solcher an Purin entspricht. In zwei derartigen Versuchen, auf deren 
Wiedergabe im Einzelnen ich verzichte, konnte ich auBerhalb der Fehler- 
grenze der Bestimmung gelegene Unterschiede im Gehalt an alkohollis- 
lichem Purin nicht feststellen, in dem einen dieser Versuche, den ich darauf 
verarbeitete, iibrigens auch keine Differenz im Gehalt an nicht an Phos. 
phorsiiure gebundener Pentose. Ich mu8 die Frage offenlassen, ob dies 
letztere Ergebnis, dem zahlreiche untereinander iibereinstimmende Resultate 
von Embden und Margarete Lehnartz entgegenstehen, auf einem 
Unterschied in der biologischen Anordnung’) oder auf andere Umstiinde 


zuriickzufiihren ist. 

Auch wenn es auf Grund der im vorstehenden mitgeteilten 
Ergebnisse als véllig sicher angesehen werden diirfte, daB es bei 
der ermiidenden Reizung isolierter Froschmuskeln zur Bildung vou 
freiem Purin oder von Purinpentose kommt, so geben meine Unter- 
suchungen iiber die biologische Bedeutung dieses Vorganges noc 
keinen AufschluB. Namentlich lift es sich zurzeit noch nicht fest- 


1) DaB es sich bei der von uns bestimmten Purinfraktion lediglich um 
der Fiillung entgangene Nucleotide handelt, méchten wir schon angesichts 
der gesetzméBig eintretenden betrichtlichen Vermehrung dieser Fraktion 
bei der Muskelarbeit fiir ausgeschlossen halten. (Vgl. hierzu iibrigens auch 
die Versuche von Parnas an frischen Muskeln mit und ohne traumatische 
Ammoniakbildung. Parnas ist geneigt, die von ihm gefundene Fraktion 
des extrahierbaren und nicht mit Uranylacetat faillbaren Purins als unge- 
filltes Nucleotid aufzufassen.) 


2) Diese Z. 185, 9 (1929). 
*) Embden und Margarete Lehnartz versenkten in ihren Versuchen 


den véllig unbelasteten Muskel in fliissige Luft, ohne ihn vorher an Elek- 
troden aufzuhiingen, wihrend ich beide Muskeln an Elektroden aufhiingte, 
wobei ich den einen Muskel mit 75 g, den anderen mit 2 g belastete. 
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stellen, in welcher Phase der Muskeltiitigkeit der allem Anschein 
nach erfolgende SpaltungsprozeB eintritt. 

Wir ‘wissen, daB es bei der Kontraktion zur Ammoniakbildung 
aus der Aminogruppe des Adenylsiiurekomplexes kommt, und dab 
dieser bei schonender Reizung des isolierten Muskels weitgehend 
reversible Vorgang nach irgend stiirker ermiidender Tiitigkeit im 


r isolierten Froschmuskel nicht mehr reversibel ist. Vielleicht handelt 

es sich bei dem Freiwerden von Purin nach ermiidender Muskel- 
tiitigkeit um den Ausdruck des weiteren Abbaus jenes Inosinsiure- 

1s anteils, den der Muskel nicht mehr in Adenylsiiure zuriickver- 

4 wandeln kann. 

ls Das von Embden und Margarete Lehnartz kiirzlich fest- 

t. gestellte verschiedenartige Verhalten der Pentose beim einfachen 

D Kintauchen belasteter und unbelasteter Muskeln in fliissige Luft 

. scheint freilich darauf hinzuweisen, daf es schon bei der Kontraktion 

h A a ‘ ‘ 

a zur Lésung der Pentose-Phosphorsiiurebindung des Adenylsiiure- 

r- komplexes und damit auch zur Abspaltung von Purin aus der 

i Nucleotidbindung kommen kann. 

ul 

:- Zusammenfassung. 

q 1. In frischen Froschmuskeln lassen sich geringe Mengen von 

n Purinsubstanzen nachweisen, die allem Anschein nach nicht in 

e Nucleotidform vorhanden sind. 


2. Diese Purinfraktion erfihrt bei ermiidender Reizung iso- 
n lierter Froschmuskeln eine starke Zunahme. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCX. 
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Ein einfaches Verfahren zur Gewinnung von Inosinsaure. 
Von 


Gustav Embden. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1932.) 


Die am Adenylsiuresystem unter der Einwirkung verschiedener 
Muskelfermente sich vollziehenden Vorginge sind, wie auch in 
einer vorangehenden Arbeit von Kerr?) hervorgehoben wurde, 
mannigfacher Art. Bei der Kontraktion kommt es am Adeny]- 
siurekomplex selber in erster Linie zur Desaminierung, aber auch: 
tiefere, unter Lésung der Esterbindung zwischen Phosphorsaure 
und Pentose entstehende Abbauprodukte werden allem Anschein 
nach bei jeder linger fortgesetzten Muskelarbeit gebildet. Diese 
tiefen Abbauprodukte iiberwiegen, wenn man Brei aus frischen 
Skelettmuskeln fiir einige Stunden in Natriumbicarbonatlésung 
auf Korpertemperatur erwirmt, wie aus einer aus dem hiesigen 
Institut von K. Pohle?) veréffentlichten Arbeit hervorgeht. Eine 
derartige Vorbchandlung bewirkt das vollstiéndige Verschwinden 
der Adenylsiéure und ihrer Verbindungen und fiihrt auch nicht zu 
isolierbaren Mengen von Inosinsiure. 

Es wurde nun versucht, durch geeignete Fiihrung der Ferment- 
vorgiinge zu einem einfachen Gewinnungsverfahren fiir die primir 
aus dem Adenylsiurekomplex entstehende Inosinséure zu kommen. 
Nach einem solchen Verfahren besteht insofern ein Bediirfnis, als 
die Herstellung des bisher fast ausschlieBlich als Ausgangsmaterial 
benutzten Liebigschen Fleischextrakts neuerlich so verdandert 
worden ist, daB die Gewinnung von Inosinséure daraus sehr er- 
schwert ist und oft schlechte Ausbeuten liefert. 

Im folgenden wird gezeigt, in wie einfacher Weise sich aus 
frischer Muskulatur Inosinsiure in guter Ausbeute herstellen laft. 
Das Verfahren beruht darauf, daB bei kurzer Aufbewahrung von 
Brei aus frischer Muskulatur in destilliertem Wasser von der Tem- 





1) Diese Z. 210, 181 (1932). 
2) Diese Z. 185, 9 (1929). 
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peratur der stromenden Wasserleitung zwar die Desaminierung der 
Adenylséiure rasch, und, wie ich mich in Versuchen an Kaninchen- 
muskulatur tberzeugte, vollstindig eintritt, gleichzeitig aber die 
zur tieferen Spaltung fihrenden Prozesse soweit gehemmt sind, dab 
es zur Anhéufung gréBerer Inosinsiuremengen kommt. Im ein- 
zelnen gestaltet sich das Verfahren folgendermaBen: 


Muskulatur von frisch getéteten Kaninchen oder so rasch wie méglich 
nach der Schlachtung verarbeitete Pferdemuskulatur wird mit der Fleisch- 
hackmaschine unter Kiihlung!) zerkleinert. Der Muskelbrei wird sofort in das 
dem Doppelten seines Gewichtes entsprechende Volumen destillierten Wassers 
unter griindlichem Umriihren eingetragen. Die Fliissigkeit bleibt 2—3 Stunden 
bei der Temperatur der flieBenden Wasserleitung (meist etwa 13°) stehen. 

Nun wird durch Hinzufiigen des dem Doppelten des Muskelgewichtes 
entsprechenden Volumens 10°/jiger Trichloressigsiurelésung enteiweiBt und 
am nachsten Morgen auf der Nutsche unter scharfem Absaugen filtriert. Das 
Filtrat wird mit so viel starker Natronlauge versetzt, daB die Blaufarbung von 
Kongopapier ausbleibt, blaues Lackmuspapier aber noch gerétet wird. Nunmehr 
wird so viel heiBes Barytwasser unter Umriihren hinzugefiigt, daB nach Zen- 
trifugieren einer kleinen Probe die tiberstehende Fliissigkeit keine mittels des 
Strychninmolybdansaurereagens nachweisbare Phosphorsdure mehr enthalt. 

Jetzt wird wiederum unter Verwendung einer grofen Nutsche filtriert, 
das vollig klare Filtrat mit Essigsaure neutralisiert und weiterhin die Iso- 
lierung der Inosinsaéure nach dem Prinzip der Haiserschen Methode?) zu Ende 
gefiihrt. Das neutrale Filtrat wird hierbei mit Bleiessig unter Vermeidung 
eines gréBeren Uberschusses ausgefallt. Der auf der Nutsche griindlich ge- 
waschene Bleiniederschlag wird mit Schwefelwasserstoff in der Kalte zersetzt, 
in die stark saure Zersetzungsfliissigkeit, deren Volumen pro Kilogramm der 
angewandten Muskulatur etwa 200 ccm betragen soll, so viel frisch gefialltes 
Bariumcarbonat eingetragen, daB die Reaktion gegen Kongo nicht mehr sauer 
ist. Die Fliissigkeit wird nach Zusatz von weiterem Bariumcarbonat fiir 1 bis 
2 Minuten bis zum Sieden erhitzt und hei filtriert. 

Aus dem Filtrat erfolgt nach geniigender Einengung durch Vakuum- 
destillation bei einer 50° nicht iibersteigenden Temperatur des Heizwassers die 
Ausscheidung des inosinsauren Bariums, 6fters von vornherein in einheitlich 
krystallisierter Form nur mit etwas Bariumcarbonat verunreinigt. Beim 
Stehen im Eisschrank schreitet die Krystallisation rasch fort. Nach Ab- 
trennung der ersten Fraktion lassen sich weitere Mengen des Bariumsalzes durch 
Einengung mittels Vakuumdestillation oder im Exsiccator gewinnen. 

Die Rohsubstanz wird durch einmaliges Umkrystallisieren aus heiBem 
Wasser in analysenreiner Form erhalten. 


Die Ausbeute erreicht zwar lingst nicht die theoretisch 


mégliche. Immerhin gelingt es, bei dem geschilderten Vorgehen 
pro Kilogramm der verwandten Muskulatur mehr als 0,5 g des 


1) Auch hier wurde eine mit einem Kihlmantel umbaute Fleischhack- 
maschine verwandt. Der Kihlmantel wurde mit Kaltemischung gefiillt. 
2) Mh. Chem. 29, 161 (1908). 
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reinen Barytsalzes zu gewinnen, giinstigstenfalls nicht viel weniger 
als 1 g. So wurden bei Verwendung von 1 kg Kaninchenmuskulatur 
aus einem Anteil des Trichloressigsiurefiltrates, der etwa 780 ¢ 
Muskel entsprach, 0,84 g des exsiceator-trocknen Rohproduktes 
gewonnen; die Ausbeute an einmal umkrystallisierter Substanz 
betrug 0,652 g. 

0,1000 g dieser Substanz wurden im Vakuum der Olpumpe bei der Tem. 
peratur des siedenden Wassers iiber Phosphorpentoxyd bis zur Konstanz ge- 
trocknet. Die Substanz verlor hierbei 0,0076 g Wasser = 7,6°/,. Dieser 
Verlust entspricht einem Krystallwassergehalt von wenig mehr als 2 Mole- 


kiilen. 
0,0916 g der véllig trocknen Substanz wurden in heiBem Wasser unter 


Zusatz von einigen Kubikzentimetern n/1-Salzsiure gelést und mit n/1-Schwefel- 
siure gefaillt. Gewogene Menge Bariumsulfat = 0,0437 g. 

Das Filtrat der Bariumsulfatfallung wurde samt den ersten Anteilen des 
Waschwassers auf 250 ccm aufgefiillt und von dieser Fliissigkeit zweimal je 
35 ccm mit 1 eem konzentrierter Schwefelsiure und etwas Perhydrol verascht. 
In den Veraschungsfliissigkeiten wurde die Phosphorséure als Strychnin- 
phosphormolybdat bestimmt. Das Gewicht des Niederschlags betrug in beiden 
Ansiitzen iibereinstimmend 0,0742 g. 

Daraus ergeben sich folgende Analysenwerte: 


Ber. fiir inosinsaures Barium Ba 28,42 P 6,42 
Gef. », 28,07 ,, 6,48 


Die fiir Barium und Phosphor gefundenen Werte stimmen also mit den 
fiir inosinsaures Barium berechneten iiberein. An einem anderen Praparat 
wurde auBer der Barium- und Phosphorbestimmung auch die Stickstoff- 
bestimmung durchgefiihrt, deren Ergebnis ebenfalls mit dem berechneten gut 


stimmte. 

Durch die eben geschilderte Methodik diirfte die Inosinsaure aus 
einer recht schwer zuginglichen zu einer besonders leicht gewinn- 
baren Substanz geworden sein. Die noch vor kurzem von Steude! 
geiuBerte Anschauung!), daB es trotz der auch von ihm hervorge- 
hobenen Schwierigkeit der Gewinnung von Inosinsiure aus Fleisch- 
extrakt immerhin noch ratsamer sei, ,,das Fleischextrakt als 
Ausgangsmaterial zu wahlen, als selbst etwa sich Muskelextrakt 
zu bereiten‘‘, ist nunmehr gewif8 nicht mehr berechtigt. 


Der Rockefeller Foundation bin ich fir Unterstiitzung dieser 
Arbeit zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine einfache Methodik zur Gewinnung von Inosin- 
siure aus frischer Skelettmuskulatur beschrieben. 


1) Steudel u. Wohnitz, Diese Z. 201, 83 (1931). 





